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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Thaysse Cristina Neiva Ferreira Leite

A recomendacdo atual do Ministério da Saude do Brasil é oferecer a terapia
antirretroviral combinada (CART) para todos os individuos infectados pelo HIV-1
assim que diagnosticados, independente de seu status imunoldgico e/ou viroldgico.
A cART quando iniciada precocemente visa uma mais rapida e melhor recuperacao
imunolégica e a diminuigdo da transmiss@o. No entanto, o seu impacto no tamanho,
na composicao e na diversidade do reservatério, necessita ser melhor caracterizado.
Estudo 1: O primeiro trabalho desta tese teve como objetivos avaliar o efeito do
inicio da cART precoce no tamanho do reservatorio proviral e avaliar a complexidade
das quasispécies no plasma e nas células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). O estudo incluiu dez individuos infectados pelo HIV diagnosticados na fase
aguda da infeccao (Fiebig 1I-V), e os momentos antes (PREarT) € 12 meses (M12arT)
apos a cART foram avaliados. O tempo médio para atingir a supressao viral foi de
trés meses. Em M12arT, observamos aumento de ~ 200 células T CD4 + (P = 0,008)
e normalizacdo da relagdo CD4/CDS8 [1,0 Intervalo interquartil (11Q): 0,88-1,18), P =
0,016], bem como diminuicéo significativa nos niveis de RNA (~ 4 log, P = 0,004) e
DNA (~ 1 log, P = 0,002) do HIV-1. Também detectamos pequena reducdo na
diversidade proviral, e diminuicdo significativa na entropia normalizada de Shanonn
(Hsn). Esses resultados sugerem uma reducdo significativa no tamanho e
complexidade do DNA total de HIV-1 no reservatério de PBMC e a restauracao
imunoldgica independente da da contagem de RNA viral inicial, da contagem de
células T CD4 + ou do subtipo de HIV-1. Diante do surgimento de mutacdes que
conferem resisténcia aos farmacos, novos alvos terapéuticos foram desenvolvidos.
Estudo 2: O maraviroque (MVQ) visa bloquear o correceptor de entrada CCR5, e
seu uso no Brasil € como opc¢ao resgate nos individuos multi-experimentados. Nesse
estudo, avaliamos o impacto da cART incluindo MVQ nas quasispécies virais R5 e
X4-trépicas em individuos com infec¢do crénica pelo HIV e multi-experimentados.
Dos 20 individuos recrutados, apenas 8 apresentaram virus R5 pelo
sequenciamento convencional da regido V3 e foram incluidos nesse analise. O
sequenciamento de nova geracao (NGS) foi realizado para avaliar as quasispécies
virais antes (PREwvc) e 1 ano apés a cART contendo MVQ (POSTwmvc). Foi
observado recuperagdo imunoldgica (média de aumento de ~200 células T CD4+). A
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terapia contendo MVQ foi capaz de manter/alcancar o controle virologico para todos
os individuos estudados, apesar da presenca de uma pequena frequéncia de
variantes X4 em PREwmvc (5,4 a 34,4%) em 3/8 individuos. Em dois desses, as
variantes X4 dominaram na visita POSTwmvc, apesar da supressao viral ao longo do
estudo. Cinco individuos apresentaram variantes R5 em ambos momentos. Nossos
achados demonstraram que a terapia contendo MVQ foi efetiva para a maioria dos
individuos estudados e que o uso de NGS antes e durante a terapia contendo MVQ
€ importante no monitoramento de quasispécies virais. Em conjunto, podemos
concluir que os estudos desenvolvidos nessa tese reforcam o conhecimento sobre a
dindmica das quasispécies virais sob a pressdo seletiva da cART iniciada
precocemente, e do uso da terapia contendo MVQ.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITARY BIOLOGY

Thaysse Cristina Neiva Ferreira Leite

The Brazilian Ministry of Health's current recommendation is to offer combination
antiretroviral therapy (cART) for all HIV-1 infected individuals as soon as they are
diagnosed, regardless of their immunological or virological status. A cART when
started early aims for faster and better immune recovery and decreased
transmission. However, its impact on the size, composition, and diversity of the
reservoir needs to be better characterized. Study 1: The aim of this study was to
evaluate the effect of early cCART on proviral reservoir size and to evaluate the
complexity of quasispecies in plasma and peripheral blood mononuclear cells
(PBMC). The study included ten HIV-infected individuals diagnosed in the acute
phase of infection (Fiebig II-V), and the moments before (PREarT) and 12 months
(M12arT) after CART were evaluated. The mean time to reach viral suppression was
three months. In M12arT, we observed a gain of ~ 200 CD4 + T cells (P = 0.008) and
a normalization of the CD4 / CD8 ratio [1.0 (Interquartile range (IQR): 0.88-1.18), P =
0.016], as well as a significant decrease in HIV-1 RNA (~ 4 log, P = 0.004) and DNA
(~ 1 log, P = 0.002) levels. We also detected a small reduction in proviral diversity
and a significant decrease in Hsn. These results suggest a significant reduction in the
size and complexity of total HIV-1 DNA in the PBMC reservoir and the immune
restoration independent of the initial viral RNA count, CD4 + T cell count or HIV-1
subtype. Faced with the emergence of mutations that confer resistance to drugs, new
therapeutic targets have been developed. Study 2: The maraviroc (MVC) aims to
block the CCR5 input coreceptor, and since its use was being introduced in Brazil as
a rescue in the treatment-experienced individuals. Given this, we propose to evaluate
the impact of cART including MVC on the viral R5 and X4-tropic quasispecies in
chronic and multi-experienced individuals. Of the 20 individuals recruited, only 8
presented R5 viruses by conventional V3 region sequencing andwerer included in
that analysis. New generation sequencing (NGS) was performed to evaluate viral
quasispecies before (PREwmvc) and one year after cART containing MVC (POSTwmvc).
Immunologic recovery (mean increase of ~ 200 CD4 + T cells) was observed. MVQ-
containing therapy was able to maintain/achieve virological control for all subjects,
despite the presence of a small frequency of X4 variants in PREwmvc (5.4 to 34.4%) in
3/8 individuals. In two of these, X4 variants dominated the POSTwmvc visit despite viral
suppression throughout the study. Five individuals presented R5 variants at both
times. Our findings demonstrated that MVQ-containing therapy was effective for most
of the individuals studied and the use of NGS before and during MVQ-containing
therapy is important in monitoring viral quasispecies. Taken together, we can
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conclude that the studies developed in this thesis reinforce the knowledge about the
dynamics of viral quasispecies under the selective pressure of early-initiated cART
and the use of the MVQ-containing therapy.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histoérico e epidemiologia do virus da imunodeficiéncia humana

No inicio da década de 1980, o Centro de Controle e Prevencédo de Doencas dos
Estados Unidos da América (CDC), em Atlanta, foi alertado sobre um grupo de homens
gue fazem sexo com homens (HSH) que apresentavam sintomas de pneumonia causada
por Pneumocystis jirovecii (anteriormente denominado Pneumocystis carinii), um fungo
oportunista raro conhecido por infectar pacientes com sistema imune comprometido (1,2),
e de outros que apresentavam um cancer de pele raro conhecido com Sarcoma de Kaposi
(3), sendo todos anteriormente considerados saudaveis. Esses relatos foram associados a
uma provavel sindrome que causava imunossupressdo e linfoadenopatia generalizada.
Posteriormente, também observados em outros grupos de pessoas como: usuarios de
drogas injetaveis, hemofilicos, parceiras sexuais de homens infectados, transfundidos,
criancas e individuos da regido central da Africa (4—6). Através de esforcos do CDC em
estudar a origem destes surtos, em 1982, esta sindrome foi denominada como sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (aids — do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome).

Apoés dois anos dos primeiros relatos, dois grupos de pesquisa liderados por Gallo e
Montaigner descreveram que o agente etioldgico desta sindrome poderia ser um retrovirus
(7-9). Gallo acreditava ser um isolado do virus T-linfotropico humano (HTLV) e 0 nomeou
como HTLV-IIl (9). Montagnier e colaboradores isolaram o virus e o denominaram como
virus associado a linfadenopatia (LAV) (7). Em 1986, esse virus, que exibia caracteristicas
morfolégicas e genéticas tipicas do género lentivirus, se que tratava do mesmo isolado
(10), foi entdo denominado virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV- do inglés Human
Immunodeficiency Virus) (11). Posteriormente, no mesmo ano, um retrovirus semelhante
foi recuperado de individuos de Guiné-Bissau e Cabo Verde (12), e entdo, os isolados
virais obtidos de Gallo e Montaigner foram renomeados para HIV-1 e este mais recente,
para HIV-2, para que pudessem ser distinguidos (12,13). Apesar do HIV ser um dos virus
mais bem estudados e caracterizados, ainda ndo foi possivel obter a cura para a infeccéo
pelo mesmo.

Desde a sua identificacdo, o HIV ja infectou 77,3 milhdes [59,9 -100 milhdes]

milhdes de individuos no mundo e, desses, cerca de 35,4 milhdes [25,0-49,9 milhdes]
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foram a Obito por causas associadas ao mesmo, tornando-se assim o patégeno de maior
impacto dos ultimos tempos (14). No final de 2017, dados estimados pela UNAIDS e
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revelaram que 36,9 milhdes de pessoas estavam
infectadas pelo HIV, e doengas relacionadas a aids foram responséaveis pela morte de
940.000 individuos neste mesmo ano. A prevaléncia mundial da infeccéo pelo HIV parece
ter se estabilizado em 0,8% (0,7-0,9%) (14) na ultima década, com um aumento do numero
absoluto de pessoas infectadas devido a diminuicdo da taxa de mortalidade em
decorréncia do crescente acesso a terapia antirretroviral combinada de alta poténcia
(CART). O nimero de pessoas em uso de cART alcancou 21,7 milhdes até junho de 2017,
0 equivalente a 59% dos individuos infectados pelo HIV, um grande passo para a reducéo
da mortalidade e as taxas de transmissao afim de se alcancar as metas estabelecidas pela
UNAIDS para se obter o fim da epidemia de aids até 2030 (15). Estas metas, chamadas de
“90-90-90” estabelecem que até 2020, 90% de todas as pessoas infectadas pelo HIV
estardo diagnosticadas; 90% deste grupo receberdo cART ininterruptamente; e, 90% das
pessoas tratadas alcancardo a supresséo da carga viral (16). Quando esta meta triplice for
atingida, ao menos 73% das pessoas infectadas pelo HIV no mundo terdo carga viral
indetectavel, e modelos matematicos sugerem que o alcance destas metas até 2020
permitira o fim da epidemia de aids até 2030 (16). De acordo com os dados publicados em
2017, até este ano, 75% das pessoas infectadas tém conhecimento do seu status; entre as
pessoas diagnosticadas, 79% estdo em uso de CART e dessas, 81% estdo suprimidas
virologicamente (14). Estes resultados demonstram um grande avanco rumo ao alcance
das metas propostas.

No continente americano, o0 nimero de pessoas infectadas é crescente na América
do Norte principalmente pelo aumento da disponibilidade da cART, mesmo que a
incidéncia esteja estavel em cerca de 50.000 novas infeccBes por ano desde a década de
1990. Os grupos mais afetados sdo os HSH e usuéarios de drogas. A regido do Caribe
possui, depois da Africa Subsaariana, a maior prevaléncia de HIV em adultos, com
aproximadamente 310.000 pessoas infectadas em 2017. Nesta regido ha um predominio
da transmissdo heterossexual, sendo o grupo HSH importante em alguns paises. Ja a
América Latina apresenta em torno de 1,8 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV,
compondo uma epidemia diversa, porém, a maior parte das transmissdes sdo em HSH e

trabalhadores do sexo (15). Mais da metade das pessoas vivendo com HIV na América



Latina se concentram nos quatro maiores paises da regido: Brasil, Colémbia, México e
Argentina.

O Brasil é responsavel por 35% das infeccbes da América Latina, o que
corresponde a uma prevaléncia nacional menor do que 1% (15). Porém, nos grupos de
maior vulnerabilidade s&@o observadas taxas de prevaléncias mais elevadas, como em
torno de 25% em mulheres trangénero (17,18), 18,4% em HSH (19), 12% em usuarios de
drogas (20) e 5,3% em profissionais do sexo (21), por exemplo. A alta prevaléncia do HIV
nessas populacdes pode ser explicada pelas dificuldades desses grupos no acesso aos
servicos de saude devido a fatores como o preconceito, o estigma e a discriminagdo, como
também a persisténcia das praticas de sexo anal desprotegido principalmente pelo grupo
HSH. (22,23). Atualmente vem sendo utilizada uma estratégia de prevencdo combinada
pelo Ministério da Saude principalmente em populacées chave e prioritarias. Esta prevé a
oferta de testes anti-HIV, anti-hepatites virais e para infec¢cdes sexualmente transmissiveis,
visando diagnéstico e tratamento cada vez mais precoces, implantando politicas de
reducdo de danos, prevenindo a transmissao vertical e ainda com o uso da terapia como
profilaxia pré-exposicdo (PreP) e poés-exposicdo (PEP). Esta estratégia tem como intuito
conter 0 avanco da epidemia da aids, um grande desafio & saude publica brasileira e mundial
(Figura 1).

Figura 1: Estratégias de prevencao combinada da transmissdo e da infeccdao.
Ministério da Saude do Brasil, 2017.



De acordo com os dados estimados pelo Departamento de Vigilancia, Prevencao e
Controle das IST, do HIV/Aids e das Hepatites Virais do Ministério da Saude, entre 2007
até junho de 2017, 194.217 casos de infec¢do pelo HIV foram notificados, sendo que a
regido Sudeste abrange o maior nimero de casos com 49,7% dos individuos, seguida
pelas regides Sul (20,7%), Nordeste (15,6%), Norte (7,4%) e Centro-Oeste (6,7%). Dados
coletados no fim de 2017 estimam que cerca de 866 mil individuos estavam infectados
pelo HIV no pais, dos quais 84% estavam diagnosticados; 79% haviam sido vinculados ao
servigo de saude; 63% estavam em uso de cART e desses, 58% apresentavam supressao

viral (Figura 2) (24).
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Figura 2: Cascata de cuidado continuo do HIV. Ministério da Saude do Brasil,
2017.



1.2 Classificacao, caracteristicas estruturais e genoma do HIV

O HIV é um retrovirus pertencente a ordem Ortervirales, a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae e ao género Lentivirus (11,25,26). Este virus é capaz de
infectar e replicar-se, principalmente, em linfocitos T e linfocitos B, mondcitos, macrofagos
e células dendriticas, porém, € a deplecao de linfécitos T CD4 auxiliares a principal causa
da aids. Sua particula viral possui cerca de 110nm, apresenta formato esférico e envelope
lipoproteico sendo resultante da membrana plasméatica da célula hospedeira, obtida por
ocasiao do brotamento. No envelope estédo contidas as glicoproteinas de superficie, gp120;
e transmembranar, gp4l; que estdo envolvidas na etapa de entrada do virus na célula
alvo. Envolto pelo envelope encontra-se a matriz, formada pela proteina pl7 e,
internamente a esta o capsideo viral, que apresenta formato icosaédrico e € formado pela
proteina p24. No seu interior encontra-se o genoma do HIV associado a proteinas do
nucleocapsideo (p7) e trés enzimas: transcriptase reversa (TR; p51), protease (PR; pll) e
integrase (IN; p31) (27).

O genoma do HIV é composto por duas fitas simples de RNA similares, com
polaridade positiva e medem cerca de 10kb cada. O genoma codifica 9 genes: gag, pol e
env (genes estruturais); tat e rev (genes regulatorios); vif, vpr, nef, vpu ou vpx (genes
acessorios). Além desses genes, na extremidade 3’ e 5 do genoma proviral do HIV sao
encontrados os LTRs (repeticdes terminais longas, do inglés, long terminal repeats), onde
estdo localizadas as principais sequéncias promotoras para a transcricdo dos genes virais
(Figura 3). Os LTRs flanqueiam o genoma, mas ndo sao transcritos, agindo como regifes

regulatorias (28).
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Figura 3: Representacdo esquematica do genoma proviral do HIV-1. Modificado
de Los Alamos HIV Database (www.hiv.lanl.gov).



A regido gendbmica gag (antigenos grupo especifico, do inglés group-specific
antigens) origina uma poliproteina precursora denominada p55, que é processada pela
protease viral, durante ou apos a liberacdo da progénie viral, em matriz (p17), capsideo
(p24), nuclecapsideo (p7), proteina p6 e dois peptideos espacadores denominados SP1 e
SP2. O gene pol codifica as enzimas virais PR, TR e IN, responsaveis respectivamente
pela: clivagem das poliproteinas virais em produtos proteicos funcionais; sendo essencial a
maturagéo viral; transcricdo do RNA gendmico em DNA complementar (cDNA) viral; e
integragao do cDNA viral no cromossomo celular do hospedeiro (29-32).

O gene env codifica uma poliproteina precursora, a gpl60, que é processada por
uma enzima celular, originando a glicoproteina de superficie (gp120) e a glicoproteina
transmembranar (gp41). A gp120 é o principal contato entre o virus e a célula hospedeira,
sendo composta por cinco regides constantes (C1 - C5), que geralmente sdo semelhantes

entre os diferentes subtipos virais, e cinco regides variaveis (V1 - V5) (Figura 4).

Figura 4: Representacdo da estrutura secundéria da glicoproteina gp120 do
envelope viral. As caixas de cor laranja indicam a posicdo das regides
variaveis (V1-V5) com relagdo a sequéncia de referéncia HXB2. Os sitios de
glicosilagao estao indicados estao representados por estruturas de ramos.
Fonte: Zolla-Pazner e cols., 2004.



Dentre as regides variaveis, os dominios V1 e V2 séo interligados através de pontes
dissulfeto, formando a alga V1/V2. As demais regides variaveis, V3, V4 e V5, formam alcas
independentes (33). A regido da terceira algca hipervariavel (V3) é a mais conservada em
comparacao com as demais regifes variaveis da gp120.

A estrutura da V3 pode ser dividida em trés regides: base, haste e ponta. A base
conservada esta acomodada no nucleo da gp120 com uma ponte dissulfeto, enquanto a
haste se estende para fora e € bastante flexivel. A ponta consiste em aproximadamente 13
residuos no centro da sequéncia da V3, formando uma conformacéo 3 no apice distal (34—
36) (Figura 5). O comprimento da regido V3 sofre pouca variacdo e consiste geralmente
em 35 aminodcidos, e exibe na ponta da alca um motivo aminoacidico especifico
conhecido como coroa da alca V3. No geral, a regido V3 é conhecida por codificar os
principais determinantes de especificidade do uso do correceptor (37,38), assim, variagcoes
genéticas podem estar relacionadas com o uso diferencial de correceptores pelo virus
(37,39). Recentemente foi descoberta a proteina Antisenso (ASP), localizada no gene env,
entre as posicdes 7942 e 7373, relativas ao HXB2. Essa proteina est4 presente apenas no
grupo M do HIV-1 e pode estar relacionada com o sucesso na dispersédo pandémica deste
grupo (40). Além disso, mutacBes nesta proteina podem estar correlacionadas com

tropismo viral (41).

Figura 5. Estrutura tercearia tridimensional da algca V3 da gp120.
Fonte:Adaptado de Sander e cols., 2007.

As demais proteinas codificadas pelo HIV sdo os produtos primarios da traducéo

dos RNA mensageiros que sofreram splicing. Tat e Rev sao proteinas reguladoras
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essenciais para a expressao dos genes do HIV. As proteinas codificadas pelos genes
acessorios (Vif, Vpr, Vpu, Vpx e Nef) sdo importantes para a replicacdo viral in vivo, uma
vez que neutralizam o efeito de fatores de restricdo do hospedeiro, intensificam a
replicacdo viral e infectividade dos virions, ou facilitam a evaséo viral da resposta imune
adaptativa. Vif é responsavel pela inibicdo da funcéo antiviral da proteina APOBEC3, um
fator de restricdo do hospedeiro que promove um acumulo de mutacdes guanina-adenina
no genoma viral (42). A proteina Vpr participa na regulacdo da importacdo nuclear do
complexo de pré-integracdo do HIV (43). Vpu é encontrada exclusivamente no HIV-1 e
SIVcpz, e é responsavel pela degradacdo da molécula de CD4 e promove a liberacdo da
progénese viral das células infectadas pelo HIV-1 através da antagonizacdo do fator de
restricdo humano Teterina (44). A proteina Vpx é codificada pela linhagem do HIV-2 e é
responséavel pela inibicdo de SAMHD1, um fator de restricdo responsavel pela redugéo do
estoque celular de desoxirribonucleotideos no citoplasma (44). Nef é responséavel na
manipulacdo da maquinaria celular, atua na diminuicdo da expressédo de CD4 na superficie
da célula hospedeira, modula vias de sinalizacdo de células T e estabelece o estado de
infeccéo persistente (45).

1.3 Ociclo replicativo do HIV

O ciclo de replicacdo do HIV se inicia com a etapa de adsorcdo, através do
reconhecimento das moléculas de CD4, presentes na superficie de células susceptiveis ao
HIV, pela glicoproteina gpl20, juntamente com a subsequente interagdo com um
correceptor de quimiocinas CCR5 ou CXCR4 (46), os mais importantes. Em seguida, o
envelope viral se fusiona com a membrana plasmatica da célula com mediacdo da gp41,
gue muda sua conformacao expondo suas regides que compdem o peptideo de fusao (47),
ocasionando a fusdo das membranas celular e viral (32,46,48,49). As particulas virais
parcialmente desencapsuladas sao transportadas em dire¢cdo ao ndcleo, e neste momento,
0 genoma e as proteinas virais sdo liberados no citoplasma iniciando o processo de
transcricdo reversa do RNA gendmico em DNA, e degradacdo do RNA. Ao término da
etapa de transcricdo, sao inseridas as sequéncias LTR nas extremidades do DNA proviral.
O LTR na regido 5’ do provirus atua como um promotor da transcricdo do genoma viral,
enquanto o LTR da regido 3’ auxilia a poliadenilacio do RNA viral transcrito.

Consecutivamente, o cDNA recém-formado se desliga da TR, e se associa a um complexo
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composto por proteinas virais e celulares, o complexo pré-integracao (CPI). A integrase é
uma das enzimas virais que compde o CPI, e parece mediar a importacdo desse complexo
ao nucleo, auxiliando a integracdo do cDNA ao DNA cromossdmico da célula infectada
(43,50). O DNA viral integrado pode ter sua expressao ativada juntamente com a célula
hospedeira, podendo servir de molde para sinteses de novos RNAs mensageiros de suas
proteinas virais. Os RNAs mensageiros transcritos inalterados ou parcialmente
processados sdo exportados do nucleo para o citoplasma e entdo ocorrera a traducao (51).

A poliproteina gpl60 é traduzida no reticulo endoplasmatico, em seguida
glicosilada e clivada pelas proteases no complexo de golgi, formando as proteinas do
envelope, gpl120 e gp4l, as quais serdo enviadas para a membrana plasméatica da célula
hospedeira (32). Ja as poliproteinas Gag e Gag-Pol sao sintetizadas por ribossomos do
citosol, e ao se associar com dimeros de RNA genbmico, concentram-se na membrana
plasmatica, resultando na formacdo das particulas esféricas imaturas contendo as
glicoproteinas do envelope. A protease promove o processamento proteolitico de Gag e
Pol durante ou logo apés a liberacdo da particula e entdo virions maduros do HIV séo
gerados (52).

Apos a formacdo da particula viral madura, o HIV pode infectar novas células
susceptiveis na forma de particulas livres ou através de sinapses viroldgicas pelo contato
célula-a-célula. Esta ultima forma tem sido evidenciada como a mais eficiente por facilitar

0S mecanismos de evasao da resposta imune e da agao dos antirretrovirais (53,54).

1.4 Origem e diversidade genética do HIV

A hip6tese mais aceita para a origem do HIV baseia-se nas multiplas transmissdes
zoonGticas a partir do virus da imunodeficiéncia simia (SIV), entre primatas ndo-humanos e
humanos na regido Oeste e Central da Africa (55). Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 s&o
oriundos de eventos distintos de introdu¢éo na populagédo humana. As duas linhagens nao
apresentam relagdo genética entre si, porém estéo relacionadas com diferentes linhagens
de SIV que circulam na Africa Centro-Ocidental (56-58). O HIV-1 apresenta relacdo
filogenética com o SIVcpz (infecta chinpanzés Pan troglodytes troglodytes), que originou os
grupos M (major) e N (non-M, non-O), e do SIVgor (infecta gorilas - Gorilla gorilla) que
originou os grupos O (Outlier) e P (57,59-61). O HIV-2 originou-se a partir do SIVsmm

(infecta Sooty mangabey - Cercocebus atys) (58,62). Desde o isolamento inicial, nove
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linhagens (A-1) distintas do HIV-2 foram identificadas, cada uma aparentando se tratar de
uma transferéncia zoonotica independente do SIVsmm para o homem (58). Dentre os oito
grupos que o compdem, apenas 0s grupos A e B se disseminaram na populacdo humana
de forma consideravel.

O HIV-1 possui uma alta taxa de replicacdo viral, com o surgimento de
aproximadamente 10'° novos virions por dia num mesmo hospedeiro (63), além da alta
susceptibilidade a eventos de recombinacdo homologa. Outra caracteristica marcante € o
elevado grau de variabilidade genética consequente dos erros que ocorrem durante a
replicacdo viral, principalmente durante a retrotranscricdo pela TR, uma vez que esta
enzima ndo apresenta mecanismos de correcdo no momento da transcricdo do RNA em
DNA (50). A baixa fidelidade do processo replicativo em conjunto aos erros de pareamento
durante a replicacédo viral geram insercdes, delecdes e substituicbes na ordem de 10 por
nucleotideo, por ciclo replicativo (50,64). Essa alta frequéncia de erros permite que cada
novo virus tenha praticamente um genoma unico e diferente de seu parental. O rapido
acumulo de mutacbes permite que as sequéncias genbmicas do HIV-1 variem
consideravelmente, ndo apenas entre os individuos, como também dentro do individuo
infectado. Este conjunto de variantes virais distintas, porém relacionadas entre si, sdo
denominadas quasispécies (65). A analise filogenética destas é geralmente representada
como uma "nuvem”, cujo o centro € a sequéncia “mestre” de um virus fundador (Figura 6)
(66). Para que uma variante viral seja considerada quasispécie, a mesma deve conter 0s
sequintes critérios: se divergir da sequéncia do virus fundador através de mutacdes,
gerando um repertério diverso ao longo de algumas geracdes e ser selecionada pela

presséao seletiva do hospedeiro (67).
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Figura 6: Representacdo esquematica da geracdo de quasispécies. As
variantes individuais que compfe as quasispécies sao geneticamente
interligadas a sequéncia do virus fundador (marcado em preto). Fonte: Lauring
e cols., 2010.

As quasispécies virais, o grande numero de individuos infectados e a persisténcia
da infec¢do formam um conjunto de fatores ideais que favorecem a geracao e expanséao da
diversidade do HIV-1. Algumas grandes questdes relacionadas a evolucdo das
quasispécies do HIV-1 ainda permanecem parcialmente incompreendidas, como: o
aumento do numero de mutacfes de resisténcia e combina¢cdes que conferem diferentes
graus de resisténcia aos antirretrovirais; a interacdo do virus com os diferentes tipos de
resposta adaptativa, impactando no desenho vacinal; e a dindmica da troca de
correceptores em relacéo a patogénese viral e a progresséo da doenca.

O grupo M do HIV-1 foi o primeiro a ser descoberto e representa a forma pandémica
do virus. Devido ao seu alto grau de diversidade genética e pelo grande numero de
individuos infectados, os virus deste grupo se diversificaram levando a uma complexa
classificagcdo do HIV-1, com base em genomas completos, em subtipos, subsubtipos e
genomas recombinantes. A variacdo genética entre sequéncias gendmicas de um mesmo
subtipo intra-hospedeiro em torno de 8%, enquanto que a variagdo intersubtipo €
geralmente cerca de 15%, dependendo de quais subtipos e regibes gendmicas sao
analisadas (68). Este elevado grau de diversidade € um dos principais limitantes para o

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o HIV. Além da resposta vacinal, a
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diversidade viral pode afetar a resposta do hospedeiro ao tratamento, o desenvolvimento
de resisténcia, além de influenciar na progressdo para a aids, tornando os estudos de

diversidade viral fundamentais.

1.4.1 Epidemiologia molecular do HIV-1

Atualmente, o grupo M do HIV-1 é classificado filogeneticamente em nove subtipos
(A-D, F-H, J e K), subsubtipos (Al1-A4 e A6; F1-F2), além de diversas formas
recombinantes circulantes (CRFs, até 27 de janeiro de 2019, 98 CRFs do HIV-1 foram
descritas); e formas recombinantes Unicas (URFs) (69-71). A disseminacao deste grupo na
segunda metade do século 20 acarretou em uma distribuicdo heterogénea dos subtipos e
formas recombinantes.

Estudos de epidemiologia molecular indicam que atualmente o subtipo C é a
linhagem predominante, responsavel por 46,6% das infec¢cbes pelo HIV-1 no mundo,
seguido pelo subtipo B (12,1%), subtipo A (10,3%), CRF02_AG (7,7%), CRFO1_AE (5,3%)
e subtipo G (4,6%) (72). Além disso, as formas recombinantes representam 16,7% das
infeccbes, enquanto que os subtipos F, H, J, K e L tém uma disseminacéo limitada. O
subtipo B, apesar de representar 12,1% das infec¢Bes, € o mais disperso geograficamente,
sendo prevalente em paises da Europa, nas Américas, e na Australia (72), e, portanto, o
mais estudado por compor majoritariamente a epidemia de paises desenvolvidos. Na
Ameérica Latina, o subtipo B, e formas recombinantes BF sdo mais preponderantes, porém,
tem-se observado um aumento dos subtipos C e recombinantes BC, especialmente no
Brasil, Argentina e Uruguai (73-75). Porém, atualmente, um nudmero crescente da
descricdo de CRFs vem sendo observado, o que pode mudar este panorama. Em grande
parte do Brasil, a epidemia € composta majoritariamente pelos subtipos B (70-90%),
subsutipo F1 (5-24%) e subtipo C (1-10%), além dos recombinantes BF1 e BC (76-85).
Dentre as amostras de subtipo B circulantes no Brasil foi descrita a presenga de uma
variante, denominada BBr, que se caracteriza por apresentar um motivo GWGR no topo da
alca V3 da gp120, em vez do motivo GPGR (86,87). Esta variante é detectada em cerca de
17 a 50% das amostras B brasileiras (84,87—93), no entanto possui baixa prevaléncia fora
do pais. Apesar de menos frequente, ja foram detectados os subtipos D, A e o CRF02_AG
(84,94-98).
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1.5 O evento de transmissdo do HIV

A transmissdo do HIV ocorre essencialmente através do contato de um individuo
ndo-infectado com o sangue, sémen, secrecdo vaginal e leite materno de um individuo
infectado pelo HIV. Estudos sugerem que até 50% das novas infec¢des pelo HIV séo
adquiridas de individuos recém-infectados (99-101) devido ao alto nivel de viremia durante
a fase inicial da infeccéo e as propriedades especificas do virus nesta fase. E ainda devido
ao fato de que poucos individuos sdo diagnosticados, visto que apenas sintomas
inespecificos e comuns a outras infec¢des virais ocorrem nesta fase (102,103).

O evento de transmissdo € um processo considerado relativamente ineficiente
devido as diversas barreiras imunoldgicas e fisicas tanto no individuos transmissor, quanto
no individuo sob risco de infecgcdo. A eficiéncia da transmissédo sexual pode ser modulada
por fatores tais como: a presenca de infeccdes sexualmente transmissiveis,
particularmente aquelas que resultam em inflamacé&o genital e Ulceras, que podem elevar a
guantidade de virus no trato genital e aumentar a suscetibilidade a infeccdo de duas a
onze vezes (104); gravidez, condicdo em que foi observado um aumento maior que o
dobro do risco de aquisicdo do HIV (105). Em contrapartida, a circuncisao, leva a uma
diminuicdo de 60% do risco de aquisicdo do virus no parceiro masculino, conforme
demonstrado em diversos ensaios clinicos (106—109). A transmisséo sexual, nas relagboes
sem o uso de preservativo, € a via mais comum, sendo responsavel por mais de 75% das
infecgbes no mundo (110). Entretanto, a probabilidade de infecgdo desta é relativamente
baixa, variando de 0,1 a 1% em uma relacdo heterossexual vaginal e até 10% em HSH
(112).

A infeccdo sistémica ap0s a transmissdo heterossexual € estabelecida
principalmente a partir da propagagdo de uma Unica variante de HIV, o virus fundador. No
entanto, transmissdes de mudltiplas variantes sdo descritas em outros modos de
transmissao, como em HSH e em usuérios de drogas injetaveis, mas sua frequéncia varia
de acordo com o risco de exposigao (112-118).

Na transmissdo heterossexual, ocorre um potente gargalo genético, do inglés
genetic bottleneck. Neste, durante a infeccdo da mucosa é verificada uma populacdo de
virus geneticamente homogénea com maior fitness viral, presente nos individuos
infectados logo apds o contagio, quando comparada a populacdo altamente diversa nos
transmissores (119). Alguns pontos em relacdo ao gargalo genético ainda nao estéao
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totalmente elucidados, tais como: se esse gargalo genético atua imediatamente no
momento da transmissado ou nos primeiros estagios da infeccdo; se caracteristicas virais
especificas sdo seletivamente vantajosas e determinam quais variantes sobrevivem ao
gargalo; ou se as variantes transmitidas com sucesso sao determinadas por efeitos
estocasticos. Provavelmente, este gargalo genético € mediado por mdultiplos fatores, os
quais limitam que particulas do virus possam atingir o trato genital, penetrar na barreira
mucosa, infectar as células-alvo de forma produtiva e trafegar da mucosa para
disseminagdo sistémica (111,120). Uma potencial fonte é o ambiente Unico dos tratos
genéticos masculino e feminino, que podem apresentar populacbes de células-alvo
diferentes daquelas que a maioria dos virus enfrenta na infec¢do sistémica (111,120). Tém
sido discutido que o uso de géis microbicidas pode selecionar virus com maior capacidade
de transmissao, enquanto que uma inflamacéo genital exerce um efeito oposto, visto que
facilita a transmissao (121).

Estudos comparativos sobre a variabilidade genética da populacdo viral entre
doadores e receptores revelaram que variantes especificas sao preferencialmente
transmitidas. Andlises sobre o virus fundador identificaram assinaturas genéticas,
imunologicas e fenotipicas que estdo associadas ao aumento do sucesso da transmissao
(112,115,121-123). Os virus fundadores geralmente apresentam carga total negativa da
regido V3; tém as alcas varidveis mais curtas e menos sitios de glicosilacéo, facilitando a
transmissdo, mas aumentando o reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro
(124,125). Estes virus utilizam predominantemente o coreceptor CCR5 para a entrada na
célula, sugerindo uma transmissibilidade reduzida dos virus CXCR4-tropicos, embora
alguns estudos tenham relatado em torno de 20% de infecgéo por essa populagéao (126—
128).

1.6 A historia natural da infecgédo pelo HIV

Assim que a transmissdo ocorre, o HIV infecta principalmente células T CD4+,
provenientes tanto do sangue periférico quanto de linfonodos iniciando a fase aguda da
infeccdo. A infeccdo de células T CD4+ ocorre juntamente com uma alta viremia (>10’
copias de RNA/mL de plasma), levando aos sintomas clinicos conhecidos como sindrome
retroviral aguda. Estes sintomas podem mimetizar uma sindrome semelhante a

mononucleose e geralmente incluem febre e linfadenopatia, entre outros como cefaleia,
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sintomas gastrointestinais e Ulceras podem também estar presentes. O periodo inicial entre
0 momento em que a primeira célula é infectada e 0 momento em que o virus € detectavel
pela primeira vez no sangue é denominado fase de eclipse e dura aproximadamente de 7 a
21 dias (129-132). Durante este periodo da infec¢do, ocorre uma deplecdo macica de
células T CD4+ (133), que € mais evidente no tecido linfoide associado ao intestino
(GALT), que nunca se recupera imunologicamente em sua totalidade, mesmo apoés a
reconstituicdo do subconjunto de células T CD4+ periféricas. Em resposta a infeccao
ocorre um aumento significativo de células T CD8+ especificas para o HIV, seguidas pela
resposta imune humoral (134-136). Apesar das diversas formas de transmissédo do HIV,
geralmente ha uma aparéncia ordenada de marcadores virais no plasma do individuo
infectado. Essa sequéncia de marcadores laboratoriais foi sistematicamente avaliada por
Fiebig e colaboradores (137), que criaram um sistema de classificagdo da infeccdo de
acordo com a evolucdo da mesma. Os estagios I-IV refletem o surgimento, no plasma, do
RNA viral do HIV-1 (Fiebig I); do antigeno viral p24 (Fiebig Il); dos anticorpos especificos
do virus detectaveis por ensaio imunoenzimatico (Fiebig IlI) e por Western Blot
indeterminante (Fiebig 1V); do padrédo de bandas por Western Blot positivo mas negativo
para p31 (Fiebig V) e p31 positivo (Fiebig VI) (Figura 7).
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Figura 7: Gréfico representativo da histéria natural da infec¢cdo aguda e precoce
pelo HIV-1 com representacdo do diagnéstico de acordo com os estagios de
Fiebig (Fiebig e cols. 2003). Duracdes médias da fase de eclipse e estagios de
Fiebig e seus intervalos de confianca de 95% (apresentados em parénteses).
Fonte: Adaptado de Shaw e Hunter, 2012.

Apos esta fase inicial, a viremia comeca a declinar, e, eventualmente, atinge um set
point viral ap6s 8 a 24 semanas, marcando o inicio da fase crbénica da infeccao.
Consequentemente, ha a recuperacdo do numero de linfécitos T CD4+ que se mantém
estavel ou sofre um declinio gradual (111,138). Nesta fase, a maioria dos individuos se
mantém assintomatica, porém, os niveis de viremia embora baixos, ndo sédo totalmente
controlados. Esse periodo de laténcia clinica € extremamente variavel e distintos perfis de
progressdo podem ser observados entre os individuos infectados pelo HIV néo tratados. A
maioria, denominados progressores tipicos, progride para a aids entre seis e dez anos. De
10-15% dos individuos infectados evolui para a aids entre trés a cinco anos apds a
infeccdo, denominados progressores rapidos. Por outro lado, uma pequena fracéo (até 5%)
dos individuos infectados, denominados ndo-progressores de longo termo (LTNP, long
term non progressors), permanece, mesmo na auséncia de tratamento, clinicamente

assintomatica e com altos valores de células T CD4+ por mais de dez anos de infecgao
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(139-142). Uma pequena parte dos individuos LTNPs (<1%) apresenta persisténcia de
carga viral plasmatica indetectavel por 10 anos ou mais, e sdo denominados Controladores
de Elite (143). Durante o periodo de laténcia, a contagem periférica de linfocitos T CD4+
diminui lentamente, em grande parte como resultado da morte de células T induzida por
ativacado e exaustao imune causada pela inflamacé&o cronica secundaria a infeccao viral em
curso. Assim, o progressivo declinio de linfocitos T CD4+ bem como o aumento da
replicacdo viral culminam na fase de aids, na qual o organismo fica vulneravel ao
desenvolvimento de infec¢cdes oportunistas, podendo levar o individuo a morte, na

auséncia de tratamento (Figura 8).
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Figura 8: Historia natural da infeccdo pelo HIV. As mudancas na viremia
plasmatica (vermelho), na contagem de linfécitos T CD4+ (verde) e CD8+ (azul)
e na titulacdo de anticorpos anti-HIV(amarelo) durante a progresséo para a
aids estdo indicadas no gréfico em funcéo do tempo. A variagdo no risco de
transmissao e na diversidade viral ao longo da infec¢cdo estdo representados
na forma de circulos pretos, cujo diametro é diretamente proporcional aos
valores observados. Adaptado de Simon e cols., 2006.
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1.7 Estratégiaterapéutica e resisténcia do HIV aos antirretrovirais

Em 1985 surgiram o0s primeiros ensaios clinicos para avaliar opc¢des terapéuticas
para a infec¢do pelo HIV. O primeiro farmaco com propriedade antirretroviral a ser testado
foi o AZT (zidovudina), um analogo de nucleosideo inibidor da enzima transcriptase
reversa (ITRN), aprovado para uso pelo Food and drug administration (FDA) em 1987
(144). Em 1996 teve inicio a era da terapia antirretroviral de alta poténcia, atualmente
denominada terapia antirretroviral combinada (CART, do inglés combined antiretroviral
therapy) com a administracdo conjunta de ITRN, além dos inibidores de transcriptase
reversa ndo analogo de nucleosideo (ITRNN; transcricdo reversa do RNA viral em DNA) e
de protease (IP; maturacdo da particula viral), permitindo assim uma supressao viral mais
duradoura. A partir de 2003 novos medicamentos, e novas classes de antiretrovirais foram
desenvolvidos com intuito de oferecer ndo so alternativas para tratamento dos pacientes
multi-experimentados, como apresentar menor toxicidade, comodidade posoldgica e maior
barreira genética, como os inibidores de fusdo (IF; fusdo das membranas viral e celular),
inibidores de integrase (INI; integracdo do cDNA ao genoma do hospedeiro), inibidores de
entrada (antagonista de CCR5; adsorcdo e entrada) (145,146). Além destes, um novo
medicamento da classe dos ITRN esta em fase de desenvolvimento clinico (147).

O objetivo da cART é suprimir a replicacdo do HIV através da inibicdo das enzimas
e/lou etapas do ciclo viral, prevenindo a infeccdo de novas células e permitindo a
reconstituicdo do sistema imunolégico, evitando o aparecimento de doenc¢as oportunistas e
melhorando a qualidade de vida do individuo infectado. O Ministério da Saude (MS) do
Brasil atualmente recomenda que o esquema terapéutico inicial preferencial seja composto
por dois ITRN (lamivudina e tenofovir) associados ao INI (dolutegravir) (148). Com os
esquemas antirretrovirais mais modernos, cerca de 80% dos pacientes sob uso da terapia
antirretroviral apresentam carga viral inferior a 50 copias/mL em até um ano apo0s inicio de
tratamento, e a grande maioria mantém a supressao viral nos anos seguintes. Porém,
alguns individuos apresentam falha ao tratamento inicial, principalmente devido a falha
viroldgica, seja pela baixa adesdo a terapia, a esquemas inadequados, a fatores
farmacol6gicos ou a transmisséo de virus resistentes (149).

A habilidade do HIV em acumular mutagfes, e, portanto, ser altamente variavel, o
torna capaz de evadir do sistema imune do hospedeiro. Entretanto, frente a pressoes

seletivas das drogas antirretrovirais, o HIV pode tornar-se resistente. De maneira geral, as
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mutacfes ndo sao vantajosas para o virus, uma vez que podem causar cédons de parada
em regides iniciais de sequéncias codificadoras de proteinas ou alteracbes nas proprias
proteinas que s&o essenciais para que a replicagdo do virus ocorra. Porém, estas
linhagens séo rapidamente eliminadas, a medida que novos virus com melhor fitness viral
surgem. A emergéncia de uma variante melhor adaptada as novas condicbes pode
acarretar na mudanca da populacdo selvagem original. Desta maneira, durante o
tratamento antirretroviral, a replicagdo residual do HIV pode ocorrer, e com isso, 0
surgimento de variantes virais carreando mutacfes de resisténcia € um fendmeno
constante (150,151). MutacGes que reduzem a susceptibilidade viral ja foram descritas
para quase todas as drogas antirretrovirais jA desenvolvidas e utilizadas na pratica clinica.
Tornando importante o monitoramento da falha virologica, definida como nao-obtencao ou
ndo-manutencdo do estado de supressdo viral apés seis meses do inicio ou da
modificacdo do tratamento antirretroviral.

Desta maneira, a utilizacdo de drogas de outras classes, como IP ou INI sdo
importantes componentes do esquema de resgate para individuos que apresentam falha
terapéutica aos esquemas anteriores. Caso estas combina¢cdes ndo alcancem a supressao
viral, o individuo pode ser classificado como multirresistente. A multirresisténcia é definida
como a presenca de resisténcia fenotipica ou genotipica as trés classes de antirretrovirais
em uso (INI, IPs, ITRNs e ITRNNs), uma condicdo que diminui consideravelmente as
opcOes terapéuticas disponiveis, 0 que esta associado a um maior risco da progressao
clinica e aumento na mortalidade. Nestes casos, o inibidor de entrada antagonista de
CCR5, Maraviroque (MVQ), € recomendado para compor a terapia de resgaste, desde que
o individuo possua o teste de genotropismo recente (6 meses) para verificacdo de
elegibilidade ao uso deste medicamento, ou seja, que seu virus seja R5 tropico.

Vale ressaltar que o tratamento de individuos portadores do HIV no Brasil continua
sendo considerado uma referéncia mundial, devido ao acesso universal aos medicamentos
antirretrovirais desde 1996. Além disso, em 2013, o Brasil foi o primeiro pais em
desenvolvimento a adotar a recomendacao de inicio da terapia logo apos o diagnaostico,
independente da contagem de células T CD4+, objetivando uma melhor restauracédo do
sistema imunoldgico e consequentemente da saude do paciente, bem como uma medida
de controle da transmisséo do HIV (148).

Apesar dos esforgos para o controle da epidemia no Brasil, o0 niumero de casos

novos de aids continuou aumentando nos ultimos anos (15). O diagndstico tardio € uma
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grande preocupacao devido ao potencial de transmissdo por um maior tempo. De acordo
com os dados epidemioldgicos da América Latina do ano de 2014, o inicio precoce e a
melhora na adesdo ao tratamento seriam boas estratégias para o alcance das metas 90-
90-90 estabelecidas pela UNAIDS. Neste contexto, a oferta de testagem visando o
diagnoéstico recente do HIV, seguido da vinculacdo ao servico da saude tornou-se
fundamental para que a CART possa ser oferecida e iniciada precocemente, com intuito de
reduzir/eliminar os reservatérios celulares e eliminar o estabelecimento de santuarios de
HIV, que é um dos fatores que possibilita o reestabelecimento da viremia apds a falha ou

interrupcéo do tratamento.

1.8 Reservatorios do HIV

Os reservatorios celulares persistentes de HIV-1 sdo estabelecidos precocemente
durante a fase aguda da infec¢éo. As células T CD4+ de memodria central e transitoria séo
consideradas o principal reservatorio do HIV abrigando virus integrados ao genoma, o
provirus (152). O DNA viral pode ser encontrado em diversos subconjuntos dessas células
que sao identificadas de acordo com marcadores de superficies celular. O primeiro estagio
de diferenciacdo das células de memodria é a célula T CD4+ naive (TNA). Quando o
receptor de células TNA é estimulado por células apresentadoras de antigeno, ele se
diferencia em uma linhagem de células efetoras de vida curta, que incluem células T
auxiliares e T reguladoras. Um pequeno subconjunto dessas células efetoras se
diferenciam em células T de memdria de vida longa, que sdo consideradas as células
primarias que abrigam o HIV-1 de forma latente. Essas células sédo divididas em células
tronco de memoaria (TSCM), memoéria central (TCM), memaria transicional (TTM), memoria
efetora (TEM), memdéria migratoria (TMM), memoria residente tecidual (TRM) e células de
diferenciagéo terminal (TTD) (153-155).

As células capazes de reverter para o estado de memdria apresentam grande
longevidade em relacdo as outras ativadas ap6s o reconhecimento do antigeno, e podem
permanecer latentes durante anos até que reencontrem seu antigeno especifico levando a
ativacdo, e a um novo ciclo de proliferacdo clonal. Juntamente com a permissividade
dessas células a infeccdo pelo HIV, que pode ocorrer durante o estagio naive ou em

estagios diferenciados, estas sdo consideradas reservatoérios ideais para o virus, uma vez
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gue integrado, o provirus entra em estado de laténcia junto com a célula, e volta a ser
transcricionalmente ativo apenas durante a préxima ativacdo do linfécito (153,156,157).

Além dos subconjuntos de células T de memdbria, algumas células T efetoras
hospedam o HIV-1 competente para replicacdo em individuos sob cART a longo prazo. As
células T auxiliares, que sdo uma parte importante do sistema imune adaptativo, também
podem ser infectadas pelo HIV-1. Além disso, o DNA do HIV-1 foi detectado em células
CD4 + T helper em individuos infectados pelo HIV sob terapia a longo prazo (158). A
maioria destas células morre dentro de 1-2 semanas, no entanto, um subconjunto destas
persiste por muitos anos. Os mondcitos e macréfagos também demonstraram conter DNA
de HIV-1 em individuos infectados com HIV-1 em terapia (159-161). Macrofagos séo
amplamente resistentes aos efeitos citopaticos do HIV-1 e demonstraram longos periodos
de vida in vitro. Portanto, se os macrofagos sdo permissivos a infeccdo produtiva apos a
interrupcdo do tratamento, eles podem ser um importante reservatério do HIV-1. Um
estudo em primatas ndo humanos, no entanto, sugere uma meia-vida consideravelmente
mais curta para esse tipo de célula in vivo (162). As células T auxiliares de memoaria
folicular sdo também células alvo e contém niveis significativos de provirus em individuos
infectados pelo HIV-1 que ndo estdo em tratamento (163). Devido a sua proximidade com
as células dendriticas foliculares das células B do linfonodo, essas células podem servir
como um potencial alvo para uma nova infecgdo durante a cART. Embora as células
dendriticas foliculares ndo contenham provirus latentes do HIV-1, elas podem servir como
uma fonte importante de virions infecciosos durante e apds a terapia, tornando-as um
contribuinte critico para a persisténcia do HIV-1.

Estudos sobre reservatoérios do HIV-1 concentraram-se em grande parte no sangue
periférico, uma vez que este contém a maioria dos subconjuntos de células T de memaria
discutidos acima e também por ser a fonte mais acessivel de células contendo o HIV-1
latente, sendo este o reservatério mais bem estudado e melhor compreendido. As
sequéncias de HIV-1 associadas a ceélulas do sangue periférico se misturam com
sequéncias isoladas do GALT e dos linfonodos, indicando que as células contendo
provirus trafegam entre esses tecidos (164). O GALT também contém células T de
memoria com HIV-1 persistente em individuos infectados em terapia eficaz a longo prazo,
e contém niveis 2-4 vezes mais elevados de DNA do HIV-1 do que as populacdes de
células do sangue periférico (164). Estudos estdo em andamento para determinar até que

ponto o GALT contribui apos a interrupgéo do tratamento.
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De maneira geral, os dados demonstram o grande obstaculo que os reservatérios
representam para a remissao da infec¢ao pelo HIV. O longo tempo necessario para morte
das células latentes dificultam a extingdo passiva dos reservatorios celulares. Ao mesmo
tempo, as células com replicacdo ativa podem estar localizadas em locais cuja penetracéo
dos antirretrovirais € subdtima, como ja foi demonstrado para o linfonodo, cérebro e
trechos do intestino de alguns pacientes (165-168) . Os esforcos para obtencéo da cura,
seja esterilizante (sem deteccdo do virus) ou funcional (baixa deteccdo de carga viral
mesmo apos a interrupgdo da cART), se concentram na ideia de tentar eliminar esses
reservatorios virais latentes. Até o momento, o Unico caso documentado de um paciente
infectado pelo HIV-1 que obteve a cura foi o conhecido “Paciente de Berlim”,
demonstrando a Unica evidéncia de que a cura da aids é possivel (169). Este individuo foi
diagnosticado também com leucemia miel6ide aguda, e entdo recebeu um transplante com
células tronco tronco hematopoiéticas CCR5A32/A32, ou seja, que nao codificavam o
CCR5, um dos principais correceptores de entrada do HIV (169). Assim, apds o
transplante, a replicagéo viral neste paciente permaneceu indetectavel mesmo depois da
descontinuacao da terapia antirretroviral, ha quase dez anos. A reconstituicdo de células T
CD4 originadas do doador e a auséncia de material genético do virus em qualquer
compartimento indicam que o individuo foi aparentemente curado, constituindo o Unico
caso descrito até o momento de cura esterilizante da infeccdo pelo HIV (ndo-detecgcédo do
virus) (170). Seguindo este propdsito, os “pacientes de Boston” também passaram por
tentativas para se obter a cura através do transplante de células tronco hematopoiéticas,
em conjunto com a cART em paciente infectados pelo HIV-1. Uma reducéo consideravel
dos niveis de DNA proviral foi observada, entretanto, alguns meses ap6s a interrupgcao da
terapia, a carga viral plasmética foi retomada (171). Neste contexto, a terapia antirretroviral
para a reducdo dos reservatorios do HIV é de extrema importancia, porém, o tamanho e
tipo dos reservatérios virais parecem ser cruciais para o controle bem sucedido da
replicagéo viral na auséncia de terapia.

Diante disto, o principal objetivo € tentar mimetizar o perfil de controle espontaneo
da infeccdo em pacientes LTNPs ou controladores de elite, considerados modelos naturais
para a cura funcional. Uma das maneiras encontradas atualmente para tentar alcancar
esse controle da viremia e reducédo do tamanho dos reservatorios virais em individuos néo-

controladores é iniciar a CART durante a fase aguda da infecgéo (Figura 9).
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Figura 9: Representacdo esqueméatica do tamanho e a composi¢cdo do
reservatorio latente do HIV sob influéncia pela terapia antirretroviral nas
infeccBes crbnicas e agudal/recente. (a) Diferenciacdo das linfocitos T CD4. (b)
Individuos com infeccdo crénica apresentam o reservatério maior, com mais
células de vida longa, e aqueles com infeccdo aguda apresentam um
reservatorio menor. Adaptado de Ananworanich e cols., 2015.

Um estudo realizado em 2015 por Laanani e colaboradores demonstraram que,
guanto mais precoce for o inicio da terapia apds a infeccédo pelo HIV, mais acelerada é a
reducdo do reservatoério proviral em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs,
do inglés peripheral blood mononuclear cell) nos primeiros oito meses apos o inicio da
CART (172). Alguns estudos ja demonstraram que em alguns pacientes que recebem
tratamento precocemente durante a fase aguda, mesmo apdés a interrupgdo da terapia, ha
a manutencdo do controle viral, sugerindo que o reservatorio ndo seja completamente
reestabelecido apds a suspensdo da terapia. A coorte CASCADE, composta por 11
individuos, demonstrou que a cART iniciada em até trés meses ap0s a soroconverséo e

com duracdo em torno de 1 ano e 3 meses foi capaz de inibir o reestabelecimento
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virolégico por dois anos apoés a interrupcdo do tratamento (173). No estudo VISCONTI,
uma coorte de 14 individuos tratados em até dez semanas apoOs infeccdo primaria foi
capaz de manter o controle da replicagdo viral por anos ap0s a suspensdo do tratamento,
além de manter niveis altos de linfocitos TCD4+ e reducdo do reservatorio viral (174).
Estes trabalhos comprovam que € possivel alcancar um controle imunovirolégico
sustentado apos a interrupcdo da terapia iniciada na fase inicial da infec¢cdo. Entretanto,
foram estudos retrospectivos, e, os efeitos do inicio precoce do tratamento na evolucao da
diversidade viral, tamanho e distribuicdo celular do reservatério viral foram pouco

explorados e ainda necessitam ser melhor caracterizados.

1.9 O tropismo do HIV-1

O tropismo viral pode ser definido como a habilidade de isolados virais em entrar e
infectar diferentes tipos celulares através da sua ligacdo aos receptores presentes na
superficie da célula alvo (175). A primeira denominag¢do para o tropismo do HIV-1 foi
empregada para designar virus que apresentavam a capacidade de inducdo de sincicios
em linhagens de células T (virus T-trépicos), enquanto virus que ndo formavam sincicios, e
tinham capacidade de infectar células monociticas, mas ndo a maioria das linhagens de
células T, foram denominados virus M-trépicos (176). Em 1996, uma proteina de sete
dominios transmembrana acoplados a proteina G, chamada de fusina, e atualmente
conhecida como o receptor de quimiocina CXCR4, foi descrita como correceptor do HIV-1
em linhagens de células T (177). A descoberta de que as B-quimiocinas RANTES, MIP-1a
e MIP-1p atuavam como agentes supressores da infecgédo pelo HIV-1 levou a identificacéo
do receptor de quimiocina CCR5 como correceptor para os virus M-trépicos (178). Deste
modo, uma nova classificacdo para o HIV-1 foi proposta com base no uso do correceptor
de entrada, definindo como virus R5 o0s isolados capazes de utilizar o CCR5, virus X4 os
gue utilizam apenas 0 CXCR4, e aqueles com capacidade de utilizar simultaneamente os
dois correceptores sdo denominados virus R5/X4 ou duo-tropicos (49,179) (Figura 10). Os
virus R5 sdo menos patogénicos e infectam predominantemente células T CD4+ ativadas e
macréfagos; ja os virus X4 tém como alvo células T CD4+ em repouso, e apresentam alto

poder replicativo e alta patogenicidade (39,91).
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Figura 10: Classificacdo bioldgica do HIV-1 baseada no tropismo viral. Fonte:
Adaptado de Naif e cols. 2013.

Estudos demonstram que, em geral, os virus R5 predominam na infeccdo aguda,
enquanto que os virus X4 emergem somente no estagio mais avang¢ado da infecgao, sendo
correlacionados com a progressao acelerada para a doenga (49,179,180) (Figura 11). A
evidéncia de que o correceptor CCR5 desempenha um importante papel na transmissao é
decorrente da presenca de alelos CCR5 com uma delecdo de 32 pares de bases
(CCR5A32) em cerca de 10% dos caucasianos (181). Esta mutagcdo em homozigose
apresenta um efeito protetor contra o HIV, codificando para a proteina truncada e
impedindo a entrada de variantes virais M-trOpicas nas células, as quais necessitam da
utilizacdo do CCR5 como correceptor.

Os mecanismos exatos envolvidos na troca do tropismo, e se 0 surgimento do virus
X4 €& uma causa ou consequéncia da progressdo da aids ainda nao estdo bem
estabelecidos. A alta taxa de mutagdo do HIV-1 e a rdpida renovagdo da populagéo viral,
combinada ao fato de que ocorre um processo gradual de acumulo de mutac¢des durante a
infeccdo que culminam na troca do uso do correceptor CCR5 por CXCR4, sugerem que 0s

virus X4 podem emergir em qualguer momento durante a infec¢ao (182—-184). Os virus X4
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podem emergir como consequéncia da progressao, devido ao numero reduzido de células
gue expressam CCR5 ou pela superexpressdo de CXCR4 no momento mais avancado da
infeccdo (185). Outra hipotese é que variantes X4 sdo reconhecidas de forma mais
eficiente pelo sistema imunolégico e, portanto, eliminadas, s6 emergindo apds a exaustao
deste sistema (186-188).
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Figura 11: Representagcdao esquematica da evolugcao das populagoes R5 e X4 do
HIV-1 durante a infecg¢ao. (a) individuos infectados com virus RS5. (b) individuos
infectados com virus R5 e a emergéncia de virus X4 associado com aumento
acelerado da carga viral e diminuigao de células T CD4+. Adaptado de Verhofstede
e cols., 2012.

1.9.1 Fatores virais relacionados ao tropismo do HIV-1

Conforme descrito no tépico 1.2, a regido V3 é uma das 5 regifes variaveis da
gp120 do envelope viral do HIV-1, e com base na sua analise estrutural, foi considerada a
principal responsavel pela interagdo seletiva com os correceptores (37,38,189). Além do
V3, outras regibes da gpl20 como V1, V2 e C4 também podem modular o tropismo,
contudo em um menor grau (190,191), assim como o numero de sitios de glicosilacédo, a
variagcdo no comprimento das regides variaveis e a carga elétrica total desta glicoproteina

também podem estar correlacionados (192—-194).
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Variantes R5 usualmente apresentam carga elétrica aminoacidica mais baixa na
regidao V3 em comparacao a isolados X4 (195,196). A ligacdo entre o V3 e 0 correceptor é
mediada pela presenca de aminoacidos basicos (Arginina, R; ou Lisina, K), aminoacidos
acidos (Acido glutamico, E; Acido aspartico, D) ou modificacbes pds-traducionais
(geralmente N ou O-glicosilagdes ou sulfatacdo da tirosina), por consequéncia, mutacdes
gue afetam estes fatores estdo correlacionadas com a seletividade do correceptor
(196,197). Estudos determinaram alteracdes covariantes nas sequéncias de aminoacidos
de V3 e compararam com sequéncias de cepas com tropismo conhecido, e foi observado
gue variacdes de aminoacidos das posi¢cdes 11 e 25 se mostraram mais condizentes com
as variacdes da carga total do V3, fator relevante para a determinacdo do fendtipo viral
(198). Caso um aminoécido carregado positivamente esteja localizado na posi¢do 11 e/ou
25 da alca V3, e a carga total de aminoé&cidos estiver entre 5 e 8, o virus tende a
apresentar preferéncia pelo uso do correceptor CXCR4. Em contrapartida, se o aminoacido
na posicdo 11 e/ou 25 for negativamente carregado ou neutro, o0 virus tende a usar o
CCR5 como correceptor de entrada. Virus duotrépicos possuem a habilidade de usar tanto
0 CXCR4 quanto o CCR5, esses virus geralmente pontuam como sendo um virus X4
guando as regras 11/25 e carga total do V3 sé&o utilizadas (196).

A maioria dos estudos de tropismo séo realizados em coortes com predominio do
subtipo B, e estes relatam que a maior propor¢éo dos infectados apresentam variantes R5
no inicio da infec¢do e que os virus X4 emergem com a progressao para a aids (49,180).
Com relagdo ao Bsr, estudos relacionados a progressdo da infeccdo sugeriram uma
evolucdo mais lenta para aids em infectados por esta variante do subtipo B com uso
exclusivo do correceptor CCR5 (199,200). Em contrapartida, recentemente nosso grupo
observou um perfil similar de progressdo para aids entre infectados pelo subtipo B e
infectados pela variante BBr (84), e além disso, Sucupira e colaboradores detectaram
variantes X4 no inicio da infeccdo por BBr (201). Alguns estudos demonstraram uma
grande proporcdo de virus X4 em recém infectados pelo subtipo D (202,203). Outros,
demonstraram que infectados pelo subtipo C utilizam majoritariamente o correceptor
CCR5, sendo rara a ocorréncia de variantes X4 mesmo apo0s a progressao para doenca
(204-207). A reduzida incidéncia de virus X4 nesses individuos pode ser atribuida ao fato
deste requerer mais mutacdes para que ocorra a troca de R5 para X4, tanto na regiao V3

como em outras regides da gpl20 em comparacdo com o subtipo B. Desta forma, os
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diferentes subtipos podem desenvolver estratégias distintas na utilizacdo do correceptor
(207,208).

1.9.2 Antagonistas dos correceptores

Os antagonistas de correceptores sdo uma classe de antirretrovirais que tém como
alvo os correceptores CCR5 e CXCR4. O bloqueio da interacdo CCR5-gp120 foi sugerido
como uma possivel estratégia terapéutica apdés a descoberta que pacientes que
apresentavam homozigoze para a CCR5A32 eram resistentes a infec¢ao pelo HIV e que os
ligantes naturais do CCR5 eram capazes de bloquear a infecgdo (209-211). A partir deste
achado, foram desenvolvidas algumas pequenas moléculas capazes de bloquear os
correceptores de entrada, porém, nenhum farmaco visando a inibicdo do CXCR4 foi
aprovado para uso clinico até o momento.

As moléculas inibidoras de CCR5 se ligam a regido hidrofébica dos dominios
transmembrana do CCR5 e alteram a conformacédo das alcas extracelulares que interagem
com o HIV durante a entrada na célula (Figura 12). Farmacos como o Aplaviroc, o
Vicriviroc e o Cenicriviroc alcancaram a fase de testes clinicos (212-215), porém, o
Maraviroc (UK-4278857), foi o Unico aprovado para uso clinico, em 2007 (216,217).
Conhecido no Brasil como Maravirogue (MVQ), este medicamento é efetivo, mesmo em

baixos niveis nanomolares, contra variantes R5 do HIV-1.

) 2. Ligacdo com ) 3. Ligagao com
CcD4 correceptor

Membrana
viral

Antagonista de CCR5

cD4 Peptidec de fusdo Correceptor
Figura 12: llustracdo do trimero das glicoproteinas do envelope em interacao
com CD4 e correceptor. Observa-se também a interagdo das al¢cas da gp120
com CCRS5, que acarretara a fusdo membranar e consequentemente a entrada
do virus na célula; e a acdo dos Antagonistas de CCR5. Adaptado de
Shcherbakov e cols., 2015.
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Para determinar a eficacia e seguranca do MVQ em pacientes infectados pelo HIV-1
com tropismo para CCR5, foram realizados ensaios clinicos de fase 3, os estudos
MOTIVATE 1 e 2 (Maraviroc Therapy in Antiretroviral Treatment- Experienced HIV-1-
Infected Patients) (218,219). Os individuos receberam MVQ oral ou placebo, uma ou duas
vezes ao dia, com doses ajustadas com base em outras drogas da cART do paciente.
Apoés 48 semanas de uso do MVC, um numero significativo de pacientes apresentaram
menos de 50 copias de RNA/mL em comparacéo ao grupo que recebeu placebo. Mais de
80% destes individuos mantiveram a supressao viroldgica até a semana 96, demonstrando
a durabilidade da resposta deste antirretroviral. Os individuos que exibiam virus ndo-R5 e
gue receberam o MVQ, ndo apresentaram uma diminuicdo significativa da carga viral
guando comparado com o grupo placebo. A maioria desses individuos em falha virolégica
apresentaram virus X4 (218), porém, o surgimento destes virus sob presséo seletiva do
medicamento geralmente tem origem de uma populacdo minoritaria ja existente, e néo
devido a uma troca no tropismo viral (220).

Além da boa resposta viroldgica, ja foi relatado que individuos sob uso do MVQ das
coortes MOTIVATE e MERIT, entre outros trabalhos, também exibiram uma melhora
imunoldgica, com aumento nas contagens de células T (221-223). O estudo MERIT ainda
avaliou a mesma coorte apos cinco anos de uso do MVQ, e os individuos mantiveram a
eficacia antiviral e seguranca a longo prazo (224).

No Brasil, 0 MVQ é comercializado desde 2013 como Celsentri (ViiV Healthcare,
Reino Unido) e é utilizado em individuos multi-experimentados como terapia de resgate, ou
seja, 0 mesmo é empregado quando os inibidores de transcriptase reversa, de protease e
de integrase nao suprimem a carga viral (conforme descrito na sessédo 1.6). No entanto,
para sua inclusdo na terapia combinada, preconiza-se a realizacdo prévia do teste de
tropismo viral, e somente individuos com virus R5 serdo elegiveis para o uso deste

antirretroviral.

1.9.3 Determinagéo do tropismo viral

Para a determinacdo do tropismo do HIV-1 ja foram desenvolvidos ensaios
fenotipicos e genotipicos. Os fenotipicos sdo considerados padréo-ouro em estudo clinicos
com antagonistas de correceptores e baseiam-se na habilidade do virus em se replicar em
linhagens celulares correceptores-especificas e na sua capacidade de formacdo de
sincicios, determinando o fendtipo X4 ou R5 (225). Apods a descoberta dos correceptores,
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varias linhagens celulares foram desenvolvidas para expressar em sua superficie diversas
combinacdes de receptores de HIV-1. A maioria destes ensaios utilizam linhagens
celulares de glioma humano (U87, U373 ou NP-2), que expressam CD4, CCR5 ou CXCRA4.
A linhagem celular GHOST também é bastante utilizada (226). Existem também os ensaios
fenotipicos recombinantes (RVA — Recombinant Viral Assays), que utilizam virus
recombinantes ou pseudovirus construidos com sequéncias do envelope amplificadas por
real time PCR (RT-PCR), provenientes do plasma do paciente. Estes fragmentos de env
amplificados preservam a diversidade da populacéo viral presente no plasma, prevenindo
qualquer sele¢cdo que possa ocorrer durante a passagem in vitro (226). O Trofile é o ensaio
comercial amplamente utilizado em estudos clinicos (Monogram Biosciences) (227) e
apresenta uma versao melhorada, Trofile de sensibilidade aumentada (ESTA) (228), que
aumentou a sensibilidade para a deteccdo de variantes X4 minoritarias. Este ensaio €
capaz de detectar virus X4 presentes em até 0,3% da populacdo com 100% de
sensibilidade (228). No entanto, todos estes ensaios fenotipicos séo laboriosos,
demorados e/ou onerosos.

Neste sentido, os testes genotipicos tém sido utilizados amplamente na prética
clinica devido ao seu menor custo e rapidez na obtencéo dos resultados. Os mesmos sao
fundamentados no principio de que a alca V3 é o principal determinante do tropismo viral.
O algoritmo mais simples é baseado na regra das posicfes 11 e/ou 25, em que a presenca
de aminoacidos basicos nestas posicdes estao relacionados ao uso do correceptor CXCR4
e na carga total da alca V3, na qual um virus X4 estd associado a uma carga total de
aminoacidos maior que +6 (37,39), como ja descrito anteriormente. Com intuito de
aperfeicoar a genotipagem, varias abordagens de bioinformética para interpretacdo de
sequéncias de aminoacidos da alca V3 foram desenvolvidas. Essas ferramentas utilizam
métodos computadorizados de aprendizado e sdo baseadas nas duas regras principais de
previsao do tropismo. Dentre as ferramentas online disponiveis, destacam-se o WebPSSM
e a plataforma Geno2pheno.

@) webPSSM (Position specific scoring matrices, disponivel
em:https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/), avalia a sequéncia V3 frente
ao alinhamento com sequéncias com fenotipos conhecidos através da experimentacao
funcional utilizadas durante o treinamento da ferramenta. Um sistema de pontuacdo
compara a sequéncia do paciente com sequéncias X4 atribuindo uma pontuacdo para as

semelhangas encontradas. Esta ferramenta apresenta algumas limitacdes, visto que
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apenas sequéncias V3 com 35 aminoacidos séo consideradas (sequéncias com insercdes
ou delecbes ndo sdo analisadas) e possui apenas matrizes disponiveis para sequéncias
pertencentes aos subtipos B e C (125).

O sistema Geno2pheno (disponivel em: https://coreceptor.geno2pheno.org) é um
algoritmo avancado baseado na andlise das correcfes fendtipo-genadtipo utilizando arvores
de decisdo e maquinas de vetores de suporte (SVM — Support Vector Machines) para
predizer a ligagdo do correceptor. Este sistema gera multiplos alinhamentos contra mais de
mil sequéncias referéncias conhecidas de V3 contendo representativos dos tipos de
correceptores (R5, X4 e duotrdpicas) oriundas da base de dados de Los Alamos e da
literatura (229). A ferramenta Geno2pheno é amplamente utilizada e recomendada na
pratica clinica por ter uma boa concordancia (86,5%) com o Trofile (230), por apresentar
uma interface de facil uso e ainda por permitir a inclusdo de dados adicionais como carga
viral e contagem de linfécitos T CD4+, por exemplo. Os valores de razdo de falso positivo
(FPR — false positive ratio) relativos a previsdo de uso do CXCR4 podem ser ajustados
pelo usuario, implicando em uma rigorosidade maior ou menor do teste. Essa pontuacao
pode ser entendida como a probabilidade de uma amostra negativa (R5) ser classificada
como positiva (X4 ou duotropica) pela ferramenta. Assim, quanto menor for o FPR da
amostra, menor é a chance de classificar uma amostra R5 em X4 erroneamente.
Resumindo, quanto maior for o FPR da sequéncia, maior a chance da mesma ser CCR5-
tropica.

Os testes de genotipagem podem ser realizados com amostras de plasma e DNA
proviral presente em PBMC, sendo este ultimo importante para casos de individuos com
carga viral indetectavel e que necessitem da genotipagem prévia para inclusdo do MVQ no
esquema terapéutico. Além disso, a populacdo de DNA proviral pode ser mais heterogénea
do que a do RNA viral circulante no plasma (218,231). Alguns estudos por exemplo
detectaram virus X4 mais frequentemente em DNA do que RNA em estagios iniciais da
infecgdo (232,233), enquanto outros s verificam esta diferenca de linhagens nos estagios
mais avancados (234-236). Este fato pode estar correlacionado ao subtipo viral envolvido
(232,237), como também a metodologia de sequenciamento utilizada.

O sequenciamento viral para obtencéo de sequéncias para o genotropismo pode ser
realizado atravées do método de terminacdo de cadeia (Sanger) ou por uma das
plataformas de sequenciamento de nova geracdo (NGS — Next sequencing Generation). As

variantes minoritarias, presentes em frequéncias inferiores a 10-20%, geralmente
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permanecem indetectaveis pelo método convencional por Sanger (238-240). Para
alcancar essa populacdo minoritaria através deste tipo de sequenciamento, pode ser
executada a metodologia de clonagem previamente ao sequenciamento ou a amplificacao
Unica do genoma (SGA - Single Genome Amplification) para obtencdo de amplicons
Unicos, e por consequéncia, a deteccdo das quasispécies. Ja a abordagem por NGS
facilita esse processo, visto que é possivel sequenciar milhares de sequéncias de uma sé
vez, com uma baixa taxa de erro e portanto, maior sensibilidade, permitindo ndo sé
estudos de evolucdo de subpopulacdes virais como também a deteccdo de variantes

resistentes aos antirretrovirais em baixa propor¢ao, e que podem levar a falha terapéutica.

1.9.4 Resisténcia ao Maraviroque

O surgimento de resisténcia ao MVQ pode estar associado a propagacao, durante
seu uso, de uma populacdo minoritaria de virus X4 preexistente (218,241,242) ou pode
resultar do aparecimento de mutacdes de resisténcia em variantes R5, levando a falha ao
tratamento (241,243).

Alguns estudos relataram que individuos que nao respondiam ao tratamento
frequentemente apresentavam virus X4 no momento da falha virolégica, e destes, a
maioria ja exibia essas variantes em proporcdes baixas antes do tratamento com MVQ,
demonstrando a capacidade em seleciona-las durante a terapia (218,241,244,245). Ou
seja, provavelmente o aumento da deteccdo de variantes X4 estava relacionado a inibicdo
do virus R5, ndo sendo esta resultante da pressado seletiva continua do MVQ para a
mudanca de R5 para X4. Em contrapartida, um estudo com o uso do MVQ por 24 semanas
relatou uma nao selecédo de virus X4 (246).

Consistente com o fato que MVQ atua através de um mecanismo alostérico de
ligacdo celular, a expresséao fenotipica de resisténcia nos virus R5 in vitro é uma reducéo
na inibicdo méaxima (MPI), com a maioria dos virus resistentes apresentando 80-95% de
MPI, ao invés de um aumento na concentracdo inibitéria de 50% (IC50) (247). Os
mecanismos responsaveis pelo surgimento de resisténcia ao MVQ ndo foram
completamente elucidados, mas envolvem mutagdes que resultam em maior afinidade da
gpl20 ao CCR5 ligado ao farmaco, permitindo a ligacdo apesar das mudancas
conformacionais de ligagdo ao MVQ. Apesar de outras regifes da gpl20 também

apresentarem potenciais mutacdes de resisténcia, a regidao V3 € a que apresenta mais
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assinaturas. In vitro, a selecdo de duas mutacbes (21T e 28V) foram associadas a
resisténcia ao MVQ (182).

Por outro lado, dados de individuos incluidos nos ensaios MOTIVATE e em outro
estudos identificaram alteragdes Unicas (13H, 16A, 20L, G15 P16INSA, N24 125INSI e
G18DEL) e varios padrdes de mutacao (11S + 26V, 18G + 22T, 19S + 26V, 20F + 211, 20F
+ 25D + 26V e G15 P16INSG + 25D), todos localizados no V3, em pacientes com
variantes R5 que falharam com MVQ (182,220,243,248).
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2 JUSTIFICATIVA

A bem-sucedida politica de acesso ao tratamento antirretroviral do Brasil contribui
consideravelmente na melhoria da qualidade de vida do individuo infectado pelo HIV pois
resulta em controle virologico, reduz a morbidade e mortalidade associadas ao HIV, mas
nao possui a capacidade de cura para a infec¢do. A recomendacédo atual do Ministério da
Saude € que para todos os individuos infectados, assim que diagnosticados seja oferecida
terapia antirretroviral, independente de seu status imunolégico e/ou virologico.

O inicio da cART durante a fase aguda da infeccdo € uma das formas encontradas
atualmente para tentar se alcancar o controle da viremia e reducdo do tamanho do
reservatérios virais em individuos infectados e que ndo possuem controle virolégico
natural, sendo estes fatores fundamentais na busca pela cura funcional. No entanto, o
diagnéstico do HIV na fase aguda é raro, visto que os individuos de modo geral
apresentam sintomas inespecificos, dificultando a busca por servigo de saude. Outro fator
importante € que os testes rapidos de triagem utilizados como rotina s6 detectam
anticorpos contra o virus entre 12-14 dias apés a infec¢do, sendo necessarios exames
sorolégicos e moleculares complementares para deteccao de individuos nesta fase. Diante
disso, em colaboragdo com o o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI),
estabelecemos e acompanhamos a primeira coorte de individuos tratados durante a fase
aguda infeccao no Brasil, visando alcancar maior entendimento a respeito do impacto da
entrada da terapia precoce, ainda na fase aguda da infec¢cdo, com relacdo a dinamica e
evolucdo das quasispécies virais, visto que os efeitos desta entrada precoce da terapia
ainda néo foram totalmente elucidados.

O presente trabalho possui ainda uma segunda vertente, que se fundamentou em
um momento mais tardio da infeccdo. Apdés anos em uso de terapia, o polimorfismo do
virus e a emergéncia de variantes virais de resisténcia sob a pressao seletiva das drogas
limitam a eficacia da cART em suprimir a replicacdo viral, 0 que acarreta um numero
crescente de individuos infectados por variantes de HIV multiresistentes aos inibidores
correntes. Deste modo, novos alvos terapéuticos foram testados, dentre eles, o MVQ, que
é utilizado na fase crénica compondo a terapia de resgate no Brasil. Porém, para seu uso é
necessario o conhecimento prévio das variantes R5 e X4, bem como a evolucdo destas

populacdes virais apds o inicio do medicamento. Assim, de modo a obtermos maior
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conhecimento sobre a dinamica e evolucdo genética destas populacdes no reservatorio
PBMC, empregamos a metodologia de NGS em individuos infectados pelo HIV-1
multiexperimentados submetidos a cART contendo MVQ. Para o recrutamento dos
individuos deste segundo eixo da tese, além do INI, contamos com a colaboragédo do
Hospital Geral de Nova Iguacu (HGNI) e Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG).
Diante deste cenario, o estudo das duas casuisticas propostas neste trabalho visou
ampliar o conhecimento sobre a dindmica das quasispecias virais sob a pressao seletiva

da cART iniciada precocemente, e do uso da terapia contendo MVQ.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar a dinamica das quasiespécies de HIV-1 no contexto do tratamento
antirretroviral precoce em individuos na infeccdo aguda e da terapia de resgate com

Maraviroque em individuos na infeccao crénica.

3.2 Objetivos Especificos

Documento 1:

e Avaliar a resposta virolégica/imunologica dos individuos infectados pelo HIV-1

gue iniciaram a cART na infeccao aguda.

e Avaliar o impacto da cART implementada na fase aguda da infec¢cdo no tamanho

do reservatoério do HIV-1

e Avaliar o impacto da cART implementada na fase aguda da infeccdo no
diversidade e complexidade filogenética do HIV-1.

Documento 2:

e Avaliar a resposta virologica/imunoldgica dos individuos crénicos infectados pelo
HIV-1 diante da inclusdo do MVQ na cART de resgate.

e Avaliar a distribuicdo das populacdes virais R5 e/ou X4 presentes antes e apds o
inicio da cART com MVQ;

e Verificar a emergéncia de possiveis mutacdes de resisténcia ao MVQ ao longo

da cART contendo este farmaco.
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4.1 Documento 1 - “Reduction of HIV-1 reservoir size and diversity after one year of
CART among individuals starting treatment during early stages of acute

infection”

Autores: Thaysse Ferreira Leite, Edson Delatorre, Fernanda Heloise Cértes, Ana Cristina
Garcia Ferreira, Sandra Wagner Cardoso, Beatriz Grinsztejn, Michelle Morata de Andrade,

Valdilea Gongalves Veloso, Mariza Gongalves Morgado, Monick Lindenmeyer Guimaraes

Periddico: Trabalho aceito em 21 Jan 2019 para publicacdo na Frontiers in Microbiology —
Virology | doi: 10.3389/fmicb.2019.00145

Resumo:

O objetivo da cART precoce do HIV é limitar a semeadura do reservatério viral durante a
fase inicial da infecgéo e, consequentemente, diminuir a diversidade viral intra-hospedeiro.
Neste trabalho, avaliamos o efeito do inicio da cART no tamanho e complexidade do
reservatorio proviral. Foram obtidas amostras de PBMC e plasma de dez individuos
infectados pelo HIV diagnosticados na fase aguda da infeccéo, antes (Preart) € 12 meses
(M12arT) ap0s a CcART supressiva. O tamanho do reservatorio proviral do HIV foi
determinado por PCR quantitativo em tempo real; a diversidade viral intra-hospedeiro da
regido env C2-V3 foi avaliada por amplificacdo gendmica Unica ou sequenciamento de
préxima geracdo em PBMC e plasma, respectivamente. A diversidade média de
nucleotideos (1) e a entropia de Shannon normalizada (Hsn) foram usadas para inferir a
complexidade da populacdo viral. Comparado ao Preart, 0 M12arT Obteve uma
recuperacdo imunolégica com um ganho de ~ 200 células T CD4 + (P = 0,008) e uma
normalizagéo da relagcdo CD4 / CD8 [1,0 (IQR: 0,88-1,18), P = 0,016], bem como uma
diminuicdo significativa nos niveis de RNA (~ 4 log, P = 0,004) e DNA (~ 1 log, P = 0,002)
do HIV-1. O tempo médio para atingir a supresséao viral foi de trés meses (IQR: 2,8-5,8
meses). A alta mistura entre sequéncias de ambas as visitas sugere que o reservatorio de
DNA do HIV-1 permaneceu notavelmente estavel durante a cART. Apés um ano de cART,
houve uma pequena reducao na T proviral (Preart = 0,20 vs M12arT = 0,10; P = 0,156),
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mas uma diminui¢ao significativa na Hsn (Preart = 0,41 vs M12arT = 0,25; P = 0,019). Nao
encontramos correlagao entre T ou Hsn no Preart € a taxa de decaimento do DNA do HIV,
contagem de linfécitos T CD4 +, ou relagdo CD4 / CD8 no M12art. Um ano de inicio da
CART levou a uma reducéao significativa no tamanho e complexidade do DNA total do HIV-1
no reservatorio de PBMC e alcancou a restauracdo imunoldgica independentemente da

carga viral inicial do HIV-1, contagem de células T CD4 + ou subtipo de HIV-1.
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Abstract

The aim of early combined antiretroviral treatment (CART) of HIV is to limit the seeding of
the viral reservoir during the initial phase of infection and, consequently, decrease intrahost
viral diversity. Here, we assessed the effect of early CART on size and complexity of the
proviral reservoir. Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) and plasma samples were
obtained from ten HIV-infected Brazilian individuals diagnosed at the acute phase of
infection, before (Preart) and 12 months (M12art) after suppressive cART. HIV proviral
reservoir size was determined by quantitative real-time PCR; intrahost viral diversity of the
env C2-V3 region was assessed by single genome amplification or next-generation
sequencing in PBMC and plasma, respectively. Mean nucleotide diversity (1) and
normalized Shannon entropy (HSN) were used to infer the complexity of the viral
population. Compared to Preart, M12arT Saw an immunological recovery with a gain of
~200 CD4+ T cells (P=0.008) and a normalization of the CD4/CD8 ratio [1.0 (IQR: 0.88-
1.18), P=0.016], as well as a significant decrease in HIV-1 RNA (~4 log, P=0.004) and DNA
(~1 log, P=0.002) levels. The median time to achieve viral suppression was three months
(IQR: 2.8-5.8 months). The high intermixing between sequences from both visits suggests
that the HIV-1 DNA reservoir remained remarkably stable under cART. After one year of
CART, there was a minor reduction in proviral ™ (Preart=0.20 vs M12art=0.10; P=0.156)
but a significant decrease in HSN (Preart=0.41 vs M12art=0.25; P=0.019). We found no
correlation between 1 or HSN at Preart and the rate of HIV DNA decay, T CD4+ counts, or
CD4/CDS8 ratio at M12art. Based on a small cohort of Brazilian infected individuals under
early cART and analyses of the env region, one year of follow-up suggested a reservoir
size reduction, allowed a significant decrease of HIV-1 complexity, and achieved
immunological restoration regardless of the initial HIV-1 plasma viral load, CD4+ T cell
counts, or HIV-1 subtype. However, further studies in the Brazilian setting aiming a longer

follow-up and larger cohort are required in this field.

Introduction

Combined antiretroviral therapy (CART) suppresses HIV-1 replication and reduces
morbidity and mortality, but does not eradicate HIV-1 infection, as a low but persistent level
of HIV-1 can still be detected in plasma and cell reservoirs (Chun et al., 1997; Ghosn et al.,
2018; Kiselinova et al., 2015). Latent infected resting memory CD4+ T lymphocytes are the

best known HIV-1 reservoir, which is established already during early infection. This
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reservoir includes cells with an integrated copy of the HIV-1 genome that is not expressed
while the cells remain in a resting state (Chun et al., 2002; Douek et al., 2002) and is
maintained mainly by the cells’ clonal expansion (Chomont et al., 2009, 2011; Von
Stockenstrom et al., 2015). However, it has been suggested that persistent virus replication
may be an important contributor to its maintenance (J Buzon et al., 2010; Yukl et al., 2010),
particularly in lymphoid tissue sanctuary sites (Lorenzo-Redondo et al., 2016).
Elimination/reduction of this latent reservoir represents a great hope for curing HIV-1
infection. As the reservoir is established during the acute phase of infection, early cCART has
been proposed as a means to restrict reservoir size and genetic complexity (Chomont et al.,
2009; Josefsson et al., 2013; Lori et al., 1999; Strain et al., 2005).

HIV-1 sequence diversity is limited by the “genetic bottleneck effect” during sexual
transmission, which selects viruses with the highest overall fitness (Carlson et al., 2014) but
results in a more homogeneous viral population. However, in cohorts of men who have sex
with men (MSM), the selection for fitter variants appears less stringent, resulting in infection
being established by multiple founding viruses (Gottlieb et al., 2008; Li et al., 2010).
Accordingly, the complexity of sequence diversity during early HIV-1 infection may affect
the efficacy of cART in decreasing the reservoir, mainly due to immune and therapeutic
escape mutations. Another potential escape route is through viral recombinants (Abrahams
et al., 2009; Bar et al., 2010; Batorsky et al., 2011; Kearney et al., 2009; Li et al., 2010;
Novitsky et al., 2011). Therefore, investigating the diversity of viral variants during primary
infection may help evaluate viral evolution and predict clinical outcomes.

Residual replication has been proposed as a mechanism that maintains the HIV-1
reservoir during cART. Failure to block the viral replication cycle, enables renewed cellular
infections and continuous replenishment of the HIV-1 DNA reservoir (Josefsson et al.,
2013). Individuals who initiated cART during early infection, may present low viral diversity
in peripheral blood mononuclear cell (PBMC) and plasma reservoirs after years on
suppressive therapy, and the slight sign of viral replication indicates that the reservoir was
maintained by homeostatic cell proliferation (Josefsson et al.,, 2013). A recent study
demonstrated a faster decline in HIV DNA levels in early cART-treated patients with
homogeneous viral populations after six months of therapy (Wang et al., 2017).

Understanding the dynamics of long-lived cellular HIV-1 reservoirs in individuals
treated during primary infection, can direct the choice of long-term treatment regimens to

achieve post-treatment control of HIV-1 in Brazil. Here, we investigated the effect of early
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CART during the initial Fiebig stages of HIV-1 acute infection on the size, diversity, and
complexity of HIV-1 total DNA in the PBMC reservoir by examining HIV-1 populations prior
and one year after cCART initiation.

Material and Methods

Subject characteristics

A cohort of Brazilian individuals presenting recent HIV-1 infection has been followed-
up since August 2013 at the Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI-
FIOCRUZ). These individuals initiated cART immediately after diagnosis and have been
described elsewhere (Ferreira et al., 2017). For the present study, we selected only
individuals, who started cART during the acute phase (Fiebig [I-V) (Fiebig et al., 2003) of
HIV-1 infection (n=10). Participants were recruited between December 2014 and October
2015, and had at least one year of successful CART after that. PBMC and plasma samples
were obtained at the baseline visit (Preart) and 12 months after cCART onset (M12arT), and
were stored until use. The processing of all HIV samples was performed in accordance with
institutional standard biosecurity and safety procedures at biosafety level 2. The study was
approved by the INI Ethical Review Board (approval number 36859614.8.0000.5262), and

all subjects gave written informed consent in accordance with the Declaration of Helsinki.

CD4+ and CD8+ T cell counts and HIV-1 RNA quantification

Peripheral blood CD4+ and CD8+ T cell counts were determined by flow cytometry
using the MultiTest TruCount-Kit and MultiSet software on a FACSCalibur flow cytometer
(BD Biosciences, USA). HIV-1 RNA in plasma was measured by the Abbot Real-Time HIV-
1 Assay, whose lower limit of detection was 40 copies/mL (Abbott Laboratories, Germany).

HIV-1 total DNA measurement in PBMCs

Total cellular DNA was extracted from cryopreserved PBMCs (1x107 cells) obtained
at Preart and M12art using the QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany). Cell-associated
HIV-1 DNA was quantified using the Generic HIV® DNA Cell Kit (Biocentric, France),
following the manufacturer’s instructions. The assay’s lower limit of detection was 40 HIV
DNA copies/106 cells.
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HIV-1 DNA single genome amplification (SGA)

Proviral DNA was extracted from PBMCs using the QlAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, USA) according to the manufacturer's instructions. HIV-1 quasispecies was
obtained by SGA of a 552-bp fragment from the C2-V3 env region through nested PCR
using Platinum Taqg DNA polymerase (Invitrogen, USA) as described elsewhere (Delwart et
al., 1993). Considering a Poisson distribution, at a dilution in which approximately 30% of
amplicons are positive, a single amplifiable molecule is present about 80% of the time
(Palmer et al., 2005). The PCR products were purified using the lllustra GFX PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, UK). Sequences were obtained using the ABI
BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, USA)
on an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Sequences were assembled and
edited using SegMan 7.0 software (DNASTAR Inc., USA). APOBEC3G/F-mediated
hypermutations were revealed by Hypermut software (Rose and Korber, 2000) and

sequences showing ambiguous bases were excluded.

HIV-1 env RNA haplotypes reconstruction from NGS data

Viral RNA from plasma samples collected at Preart (baseline) was extracted using
the QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany). The cDNA was obtained by reverse-
transcribed PCR using the SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) and
was then subjected to nested PCR for amplification of the env gene as described above.
The resulting amplicons were made into a library using the Nextera® XT DNA Library Prep
Kit with unique barcodes from the Nextera® XT Index Kit (Illumina, USA), following the
manufacturer’s instructions. DNA sequencing was performed on a MiSeq instrument using
MiSeq Reagent Nano Kit, v2 (500 cycles; lllumina, USA). Demultiplexed reads were
trimmed to remove adaptors, low-quality bases (Q <25), and short reads (<100 bp), and
then mapped against single-genome amplification consensus sequences from each patient
using Geneious software v.9.1.8 (Kearse et al., 2012) with high mapping quality (MAQ =30).
Alignment regions with at least 500x coverage were used for haplotype reconstruction with
QuasiRecomb 1.2 (Marz et al., 2014), employing the flag ‘-conservative’ to increase

specificity. Only haplotypes with frequencies =21% were used for further analysis.

43



HIV-1 subtyping

Sequences were aligned with HIV-1 reference sequences from the Los Alamos
database (http://hiv-web.lanl.gov) using ClustalW in MEGA 6 and were manually edited.
The final env alignment covered positions 6,840-7,372 relative to the HXB2 genome.
Maximum-likelihood (ML) phylogenetic trees were reconstructed with PhyML 3.0 (Guindon
et al.,, 2010) using the most appropriate nucleotide substitution model selected with
jModeltest v. 3.7 (Darriba et al.,, 2012). The approximate likelihood-ratio test (aLRT) was
used to estimate the confidence of branching on the tree.

Analyses of viral diversity

Complexity of the intrahost viral population was assessed through two diversity
measures. The mean nucleotide diversity (1r), an abundance-based functional index
representing the average number of nucleotide differences between any two
representatives of the population, was calculated in MEGA7 (Kumar et al., 2016). The
normalized Shannon entropy (HSN), an abundance-based index that measures viral
population diversity based on haplotype frequencies, was calculated in the R package
vegan (Oksanen et al., 2017), after sample rarefaction to correct for bias in sample size
(Gregori et al., 2016).

Phenotypic prediction of co-receptor usage

The quasispecies viral tropism was predicted based on the V3 amino acid sequence
through the Geno2pheno algorithm (available at http://coreceptor.geno2pheno.org). The
false positive rate cut-off was 10% for DNA, whereas RNA sequences were classified as
CCR5 or non-CCR5-using viruses as described previously (Hayashida et al., 2017;
Lengauer et al., 2007).

Statistical analyses

All statistical analyses were performed in GraphPad Prism v6 (GraphPad Software,
USA). Variables between groups (unpaired) or from the same group from different visits
(paired) were compared using the Mann-Whitney U test or Wilcoxon test, respectively.
Association between variables was evaluated using the Spearman’s rank correlation. Linear
regression was used to calculate the rate of HIV-1 DNA variation between visits in each

subject. P values <0.05 were considered statistically significant.
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Sequence availability

SGA env sequences have been submitted to GenBank under accession numbers
MH765045-MH765329. NGS data have been deposited to the NCBI BioProject database
under accession number PRINA487221.

Results

Clinical, epidemiological, and immunological characteristics of early-treated
individuals

The study included ten HIV-1-infected Brazilian individuals diagnosed during the
acute phase of infection, with a median age at diagnosis of 28 years [interquartile range
(IQR): 26-42 years]. All participants were MSM and started cART immediately after HIV-1
diagnosis. The cART regimen varied among participants, however all included two co-
formulated nucleoside reverse transcriptase inhibitors (lamivudine plus tenofovir) in
combination with a non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (efavirenz, n=5), a
protease inhibitor (fosamprenavir/atazanavir, n=2 each), or an integrase inhibitor
(raltegravir, n=1).

Prior to cART initiation (Preart visit), median CD4+ and CD8+ T cell counts of all
individuals were 634 and 1473 cells/mm3 (IQR: 420-886 for CD4+ and 526—-1840 for CD8+
cells), respectively, and the CD4/CD8 ratio was 0.52 (IQR: 0.42-0.83). After 12 months on
CART (M12arT), We observed a significant immunological recovery, with median CD4+
counts of 836 cells/mm3 (IQR: 719-1122) (Figures 1A and 2). This meant an average
increase of ~200 CD4+ T cells (P=0.008) and a significant rise in the CD4/CD8 ratio
[median of 1.0 (IQR: 0.88-1.18), P=0.016] (Figures 1B and 2).

The immunological improvement observed 12 months after cART initiation was
accompanied by a significant decrease in the median levels of HIV-1 total DNA in PBMCs
and HIV-1 RNA in plasma (Figures 1C and 1D). The plasma HIV-1 viral load decreased
drastically (~4 log) between Preart and M12art visits (from 5.86 to <1.6 log copies/mL,
P=0.004), whereas HIV-1 DNA in the PBMC compartment displayed a modest yet
significant reduction (~1 log, from 3.04 to 2.18 log copies/106 PBMC, P=0.002). The
median time to achieve viral suppression (<1.6 log HIV RNA copies/mL) after the onset of
CART was approximately three months (IQR: 2.8-5.8 months), and only one individual
(IVA41) exhibited a minor viral rebound (2.66 log HIV RNA copies/mL) within the 12 months
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of follow-up (Figure 2). It should be noted, however, that sustained viral loads were

recovered after that (data not shown).

Sequence analysis

To understand the effect of early cART initiation on HIV-reservoir diversity and
complexity, we analyzed the intrahost viral population by SGA of the HIV-1 env gene before
and after cART. Similar quantities of SGA HIV-1 proviral sequences were obtained from
both visits’ samples: 15 (IQR: 15-16) in Preart and 14.5 (IQR: 11-16) in M12art (P=0.14).
Additionally, we used NGS to evaluate HIV diversity in the individuals’ plasma samples at
the Preart Vvisit. The median coverage per sample was 8,182 (IQR: 4,755-10,904) reads
per base (Figure S1), and after assembly between one to eight HIV-1 env haplotypes were
reconstructed per sample.

All sequences obtained from proviral DNA and plasma RNA branched together in
highly supported monophyletic clusters (aLRT=1) by subject (Figure 3A); suggesting that in
all subjects infection resulted from a single or limited number of closely related viral
variants. It is noteworthy that in four subjects (IVA32, IVA21, IVA17, and IVA37), the HIV-1
RNA sequences were the closest to the common ancestor of the subjects’ HIV-1-infecting
lineage and outside the main cluster comprising the proviral variants. In the remaining
subjects, the HIV-1 RNA sequences were intermixed with proviral DNA sequences. HIV-1
subtype B was the most frequent variant detected (n=6), followed by subtypes F1 and C
(n=2 in each). R5-tropic viruses dominated the intrahost HIV-1 population in plasma and
PBMCs at both visits, with only two individuals (IVA21 and IVA40) presenting a low
frequency (6%) of X4-tropic viral clones in PBMCs at Preart (Table 1 and Figure 3A).
APOBEC3G/F-induced hypermutations were identified at Preart in proviral sequences from
only three individuals (IVAQ09, IVA36, and IVA40), with frequencies of 6—12%.

To address the influence of early cCART on reservoir complexity, we measured the
average pairwise nucleotide differences of the viral population (1r) and the uniformity of the
haplotype distribution (HSN) of viral DNA and RNA from each visit. Hypermutated
sequences were excluded from these analyses. All individuals exhibited low T values
(<1.5%) despite the Fiebig stage at CART initiation. We observed a minor decline in median
proviral 11 after one year of CART (Preart = 0.20, IQR: 0.10-0.58 vs. M12arT = 0.10, IQR:
0.20-0.33; P=0.156) (Figure 3B). There was, however, a strong positive correlation

between proviral and plasma 11 values before cART onset (r=0.77; P=0.0157, Figure S2),
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which was not observed at M12art nor when comparing 1 values from HIV DNA between
visits. The overall median HSN estimated for the HIV-1 proviral population decreased
significantly between Prearr and M12art visits (0.41, IQR: 0.28-0.56 vs. 0.25, IQR: 0.14—
0.30; P=0.019) (Figure 3B). However, no correlation was found when comparing the HSN
values calculated from different compartments or visits.

In spite of relatively low 1T values at Preart, the values varied among participants
(range: 0.1 to 1.5%). A comparison revealed no significant correlation between 1T or HSN at
Preart with immunological and virological parameters, such as rate of HIV DNA decay, T
CD4+ cell change, or the CD4/CDS8 ratio, at M12arT (Figure 4).

Discussion

A latent HIV-1 reservoir in resting memory CD4+ T cells is recognized as the major
barrier to HIV-1 eradication, as its establishment and long-term persistence enables
renewed viremia after treatment failure or interruption (Richman et al., 2009). Early cART
has been proposed as a means for achieving long-term control of viral replication upon
CART interruption, by delaying the viral rebound and potentially inducing a post-treatment
controller status (Archin et al., 2012; Avettand-Fénoel et al., 2016). Here, we analyzed ten
acutely HIV-infected patients starting cART during the early Fiebig stages, before and one
year after treatment, to investigate the effect of early therapy on the size and complexity of
HIV-1 total DNA in the PBMC reservoir.

Benefits of early CART include a reduction in residual viral replication, a restraint of
viral diversity and reservoir development, and accelerated immune restoration (Delwart et
al., 2002; Hecht et al., 2006; Ngo-Giang-Huong et al., 2001; Yerly et al., 2000). We
observed significant immunological restoration in all subjects one year after CART onset
during acute HIV infection, with increases of both CD4+ T cell counts and the CD4/CD8
ratio (~1.0), in agreement with previous results (Hoenigl et al., 2016). The rise of the
CD4/CDS8 ratio was previously linked with reduced levels of HIV DNA in peripheral blood
cells (Chun et al.,, 2002), mainly if CART was established during primary HIV-1 infection
(Hocqueloux et al., 2013). Thus, initiating CART during the acute phase of HIV infection
offers an opportunity to reduce HIV reservoirs and achieve optimal immune reconstitution.
Nevertheless, a recent study (Colby et al., 2018) has demonstrated that a CD4/CD8 ratio
<1 is associated with a rapid viral rebound following treatment interruption, in spite of early

CART initiation and sustained undetectable viral load along treatment follow-up. The
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immunological recovery was accompanied here by a reduction in both HIV RNA and DNA
levels. The median viral load decay time to undetectable levels was about three months
after cCART start, similar to previous studies (Hoenigl et al., 2016; Pilcher et al., 2004),
indicating that a rapid and efficient virologic suppression was achieved in this cohort. The
median HIV-1 DNA load of our subjects at baseline visit was ~3 log copies/106 PBMCs,
similar to the one described in the ANRS PRIMO cohort (Schiffer et al., 2004). After one
year of suppressive cART, HIV-1 DNA levels in PBMCs were reduced to ~2 log copies/106
PBMCs, reaching similar levels as those of HIV-1-infected patients, who had started
intensive and standard cART during primary HIV-1 infection (Chéret et al., 2015;
Hocqueloux et al., 2013).

A reduction of the HIV-1 latent reservoir may help HIV-1-infected patients reach at
least a transient drug-free remission of their disease (Hocqueloux et al., 2013; Saez-Cirion
et al., 2013). Lower levels of HIV DNA in PBMCs at antiretroviral treatment interruption
have been associated with a longer time to treatment resumption (Piketty et al., 2010).
Despite the reduction in HIV-1 total DNA in the PBMC reservoir observed in our study, the
values were still higher (median 2.18 log copies/106 PBMCs) than in post-treatment
controllers (PTC) from the VISCONTI cohort (median 1.71 log copies/106 PBMCSs), for
whom long-term viral control was maintained after treatment interruption (Saez-Cirion et al.,
2013). The PTC’s median time to plasma viral load becoming undetectable was similar to
the one calculated in this study; however, median cART duration was much longer (36.5
months in PTC vs. 12 months in this study). Moreover, a study conducted in Thailand
showed that total HIV DNA mean values in PBMCs from early-treated acutely HIV-infected
individuals decreased over time achieving very low levels after three years of cART
(Ananworanich et al., 2016). Thus, with longer follow-up of the patients included in this
study, total HIV DNA may reduce even further in the PBMC reservoir.

Here, analysis of HIV env sequences from plasma and PBMCs revealed very high
population intermixing between the clones obtained before and after CART onset, indicating
that the HIV-1 DNA reservoir remained remarkably stable. This result agrees with the
findings of Josefsson et al. (Josefsson et al., 2013), whereby viral populations in both pre-
therapy plasma and cells isolated after suppressive cART initiated during early/acute
infection were nearly monomorphic. The absence of genetic changes indicates that
maintenance of the HIV reservoir during suppressive CART, as observed in this study, was

the result of homeostatic cell proliferation rather than of ongoing viral replication. This is
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consistent with the results of other studies analyzing HIV reservoir sequences but from
longer time intervals than those reported here (Brodin et al., 2016; Chomont et al., 2009;
Kearney et al., 2014; Van Zyl et al., 2017; Von Stockenstrom et al., 2015). However, the
absence of divergence in the PBMC HIV DNA reservoir does not exclude the possibility that
ongoing residual replication could be occurring in sanctuary sites, especially in lymphoid
tissue (Lorenzo-Redondo et al., 2016). A more robust sampling scheme, assessing distinct
compartments and over a longer time frame should be performed to increase the chances
of identifying putatively evolving viruses.

Recent studies have demonstrated that patients, who were treated early during
primary HIV-1 infection, had low viral diversity in both plasma or cells isolated after years on
therapy (Josefsson et al., 2013; Kearney et al., 2014). Even though diversity values were
low at the baseline visit, we detected a slight decline in HIV DNA diversity in PBMCs and a
significant decline in proviral population complexity after 12 months on cART. As we found
no evidence of ongoing viral replication, the reduction in intrahost proviral complexity
following cCART may be explained by the clearance of HIV-infected cells, probably long-lived
T cells (Palmer et al., 2008), and coincided with a reduction in HIV DNA levels.
Interestingly, the diversity indices exhibited by these subjects after one year of suppressive
CcART, were similar to those found in a subgroup of rare individuals capable of naturally
controlling HIV-1 replication and maintaining it at low levels (named elite controllers). The
diversity indices exhibited by elite controllers are associated with the presence of a putative
more efficient mechanism to control HIV-1 replication and disease progression (Azevedo et
al., 2017). A previous study found an association between HIV genetic diversity during the
early phase of infection and a faster HIV DNA decline following cART (Wang et al., 2017).
In contrast, we did not find any significant correlation between immunological recovery or
virologic control achieved after one year of suppressive cART and HIV diversity before
CART initiation.

We detected three HIV-1 env subtypes (B, C, and F1) among the ten patients
included in this study. This subtype distribution is in accordance with the molecular
epidemiology found in Brazil (Bello et al., 2011). The different HIV-1 clades seem not to
have influenced cART outcomes observed in the different subjects. However, it is
noteworthy that IVAO5 and IVA38, both infected with HIV-1 subtype C strains, presented
the highest values of viral diversity and complexity in both PBMC and plasma

compartments. This finding agrees with a previous study showing that subtype C displays
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higher median diversity than subtype B (Rieder et al., 2011). Additionally, the majority of
HIV-1 variants were R5-tropic during the entire follow-up period. The only exceptions were
two subjects infected with HIV-1 subtype B, who exhibited a low frequency of X4-tropic
clones even at the very beginning of HIV-1 infection, in agreement with previous studies
(Chalmet et al., 2012; Raymond et al., 2010; Sheppard et al., 2002).

Despite the intensification of offering rapid tests for HIV detection inside and outside
the health services, covering key populations at risk, and the ongoing follow-up of cohorts
of serodiscordant couples conducted by our institution (INI-FIOCRUZ), the identification of
individuals in the early primary infection phases, according to the Fiebig classification, and
their follow-up are still hard tasks, as well as, the obtaining of high quality cryopreserved
PMBC samples from long term storage to perform the laboratory analyses. Consequently,
most of the studies addressing this group, considering the complex strategies for
characterizing the early stages of HIV-acute infection, management of early cART starting
and the clinical follow-up at specific time points limits the scope, mainly in developing
countries where resources to closely following clinical cohorts are more restricted. Thus, the
effects of early treatment initiation on the viral evolution, size and distribution of the viral
reservoir are still poorly explored and need to be better characterized and, although having
a relatively small number of individuals included in our study, we still justified conducting the
present analyzes. As of our knowledge, this is the first Brazilian study discussing the viral
evolution and reservoir size overtime in a cohort of HIV infected individuals starting cCART in
the early Fiebig stages of HIV primary infection. Further studies with larger cohorts and
longer follow-up periods should be performed to identify better predictive markers for
individuals, who might reach the PTC status after CART interruption. Assessment of HIV
DNA level and diversity in different T cell subsets and/or compartments would substantially
improve our understanding of the effect early CART has in these subjects and would likely
add to the growing body of evidence indicating the contribution of each cell population to
maintaining the HIV reservoir (Buzon et al., 2014).

In summary, we demonstrate that based on this small cohort and analyses of only
the envelope region, one year of suppressive cART initiated in the early stages of HIV
infection suggested a reduction of the size and complexity of HIV-1 total DNA in the PBMC
reservoir, as well as achieve immunological restoration. Immunological recovery and
virologic suppression were not associated with proviral diversity before CART onset. The

early initiation of cART in HIV-acutely infected individuals in current Brazilian setting may
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favor strategies to achieve post-treatment control of HIV and, ultimately, a functional cure
by restricting the pool of variants and allowing a more focused targeting with therapeutic
vaccines or other immune approaches. However, further studies are required to determine

the follow-up time necessary to achieve the lowest viral endpoints for clinical management.
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Table 1: Virological characteristics of HIV-1 early-infected individuals.
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Figure 1 — Immunological and virological measurements before and after CART
initiation. CD4*" T cell counts (A), CD4*/CD8* ratios (B), HIV-1 proviral load in

PBMCs (C), and HIV-1 viral load in plasma (D) were measured at Preart and M12art

visits (pink circles and blue squares, respectively). P values <0.05 were considered

statistically significant.
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Figure 2 - Clinical follow-up of the ten early-treated individuals. T cell counts
(cells/uL; CD4*, blue circles; CD8", red squares) and plasma RNA viral loads (log
copies/mL, green triangles) values over time after CART onset (months) are shown
on the left and right Y-axis, respectively. The individuals’ identifications are indicated

at the top of each graph.
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Figure 3 — Impact of early cART initiation on intrahost HIV-1 population
diversity. (A) ML phylogenetic tree of the env sequences from Preart and M12art
visits. Tips’ shapes represent the viral compartment (proviral DNA, circles; plasma
RNA, triangles) and are color-coded according to the visit (Preart, pink; M12arrT,
purple). The branches’ colors agree with the subtype assignment as indicated in the
legend. Clusters from each individual are indicated by shaded gray boxes. Branch
supports (aLRT-SH) are indicated at key nodes. Tips shapes marked with an “H”
indicate the presence of APOBEC3G-mediated G to A hypermutations and X4 labels
highlight X4-tropic sequences. Horizontal branch lengths are proportional to the bar
at the bottom indicating nucleotide substitutions per site. (B) Mean nucleotide
diversity (1) and normalized Shannon entropy (Hsn) indices were calculated from the
proviral env sequences obtained at Preart and M12art visits. Thick and thin lines
represent the median and interquartile ranges, respectively. P values <0.05 were

considered statistically significant.

63



Fig 4:

£ 0059, _g1ep=-0s6s2
o
SE
S0 1
S¢ 0.00 ']
m
o .
< © -0.051
Z% e
3 SR
> 9 -0.101
T o °
i=l [}
: ’O.157| T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0
1
1001
° r=0P=0935
2z
S8 oof”
cS 504 [ ]
=
GJ =
s l:] e L .
T3 0, *
Qo
O
|_
’5O_| T T T 1
0.0 05 1.0 15 2.0
I
157 1 _op132p=0729
o d
© . o
L 104 ® R
o] Y L4
a) e
(@]
=
T 654
& 05
(@]
0.0_I T T T 1
0.0 05 1.0 15 20
I

Figure 4 - Correlations between proviral HIV-1 diversity indices and
immunological and virological measurements. Mean nucleotide diversity (1) of
the proviral population at Preart was compared with HIV decay in PBMCs (A), T
CD4* cell change (B), and CD4*/CD8" ratio in M12art (C). Normalized Shannon
entropy (Hsn) of the proviral population at Preart was compared with HIV decay in
PBMCs (D), T CD4* cell change (E), and CD4*/CD8* ratio in M12arT (F). P values
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Figure S1 - Sequencing coverage obtained from the NGS of HIV-1 RNA from
plasma samples. The coverage depth of each position is indicated on the y-axis
while the x-axis indicates the position of the mapped base on the
HXB2 reference genome.
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Figure S2 - Correlations between plasmatic and proviral HIV-1 diversity indices. Mean
nucleotide diversity (r) of HIV-1 RNA from Pre, . visit was compared to the proviral 7 ob-
tained in Pre, . (A) and M12,__(B) visits. (C) Correlation of the w of HIV-1 DNA from Pre,
and M12, . visits. Normalized Shannon entropy (H, ) of HIV-1 RNA from Pre,_ visit was
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the Hg, of HIV-1 DNA from Pre, . and M12,__ visits. P and r values were calculated using

Spearman correlation test.
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Resumo:

O Maraviroque (MVQ), um inibidor de entrada, € uma opc¢dao terapéutica de resgate
no Brasil e é efetivo para virus R5. A evolugdo genética do virus da imunodeficiéncia
humana tipo 1 (HIV-1) sob presséo da terapia contendo MVQ pode levar a selecéo
de variantes minoritarias X4 preexistentes ou a variantes R5 resistentes, resultando
em falha ao tratamento. Assim, a andlise das quasispécies virais pode serpode ser
relevante para a avaliagdo da elegibilidade a terapia com MVQ e monitoramento da
evolucdo do virus. No presente estudo avaliamos as frequéncias das variantes R5 e
X4 do HIV-1 e as possiveis mutacdes de resisténcia ao MVQ em pacientes com
infeccdo cronica em multi-experimentados, submetidos a cART contendo MVQ. Oito
dos 20 individuos recrutados apresentaram virus R5 pelo sequenciamento
convencional da regido V3 e foram incluidos no estudo. O sequenciamento de nova
geracdo (NGS) foi realizado para avaliar as quasispécies virais antes (PREwmvc) e 1
ano ap6s a cART contendo MVQ (POSTwmvc). Para a subtipagem das amostras e
avaliacdo da evolucdo viral, uma arvore filogenética de maxima verossimilhanca foi
inferida. O tropismo genotipico do HIV-1 foi realizado pelo programa geno2pheno
com uma taxa de falso positivo de 10% para as seqUéncias obtidas por
sequenciamento convencional, e 5% para as obtidas por NGS. Durante o periodo
estudado, verificamos recuperacédo imunoldgica (média de aumento de ~200 células
T CD4+) e o controle virologico dos individuos estudados, apesar da presenca de
uma pequena frequéncia de variantes X4 em PREwc (5,4 a 34,4%) em 3/8

individuos. Em dois desses, as variantes X4 dominaram na visita POSTwmvc, apesar
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da supressédo do RNA viral ao longo do estudo. De maneira geral, a terapia contendo
MVQ foi efetiva para a maioria dos individuos estudados e nossos achados
demonstraram que o uso de NGS antes e durante a terapia contendo MVQ é

importante no monitoramento de quasispécies X4-tropicas.
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Abstract

Background: Maraviroc (MVC), an entry inhibitor, is a therapeutic option for salvage
therapy in Brazilian multi-experienced individuals and is useful for R5-tropic viruses.
Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) genetic evolution under MVC-
containing therapy can lead to selection of pre-existing minority X4-tropic variants or
R5-resistant strains, resulting in treatment failure. Thus, quasispecies analyses are
relevant for assessing eligibility for MVC therapy and monitoring virus susceptibility
and evolution. Here, we examined the frequencies of R5 and X4 HIV-1 variants and
possible MVC mutations resistance in chronic treatment-experienced individuals
undergoing MVC-containing antiretroviral therapy.

Methods: HIV-1 chronic treatment-experienced individuals with R5 viruses harboring
the proviral V3-env bulk sequence were selected. Next-generation sequencing (NGS)
was performed to assess viral quasispecies before (PREwmvc) and after 1 year of
initiation of an MVC-containing antiretroviral therapy (POSTwmvc). The maximum-
likelihood phylogenetic tree was inferred for subtyping and evaluation of viral
evolution. HIV-1 tropism was predicted by geno2pheno with a false positive ratio of
10% to bulk and 5% to NGS sequences.

Results: After MVC initiation, we found slight immunological recovery with a average
increase of ~200 CD4* T cells/mm?3 and the mantainance/suppression of HIV-1 RNA
during the study period, depicting the MCV-containing therapy efficacy. X4 variants
were detected in three of eight (37.5%) individuals at PREmvc in a frequency of 5.4—
34.4%. In two patients, these X4 variants were dominant at the POSTwmvc Visit,
although the viral load was not detectable in these patients.

Conclusions: MVC-containing therapy was effective for most of the studied
individuals. Overall, our findings demonstrated that use of viral quasispecies tropism
assays by NGS prior to and during MVC-containing therapy is important for
monitoring the selection of X4 tropic viruses during treatment.

Keywords: HIV-1 tropism, maraviroc, next-generation sequencing, chronic HIV-1

infection, quasispecies
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Introduction

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) enters target cells through
interactions of its envelope glycoprotein gp120 and gp41 subunits with gp120-host
cell CD4 receptors, followed by conformational changes to mediate interactions with
coreceptors, e.g., either C-C chemokine receptor 5 (CCR5) or C-X-C chemokine
receptor 4 (CXCRA4); this initiates the membrane fusion process catalyzed by gp41 in
the target cell membrane (1). These entry steps are important targets for antiretroviral
therapy, mainly inhibition of the gp120-CCR5 coreceptor by maraviroc (MVC) (2). In
the absence of combined antiretroviral therapy (CART), HIV-1 viruses that use the
CCRS5 coreceptor (R5-tropic) predominate in the early stages of HIV-1 subtype B
infection, and approximately 40% of these viruses switch to the CXCR4 (X4-tropic)
phenotype later during chronic phase of the infection (3). The switch from R5 to X4
phenotypes is associated with a decrease in CD4+ T cells and faster clinical
progression to acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) (4). The high HIV-1
mutation rate and rapid turnover of the viral population, combined with the
observations that only a few amino acid changes are needed for the switch, suggest
that X4 viruses can emerge anytime during the infection (5). The exact mechanisms
mediating the coreceptor switch and whether emergence of X4-viruses is a cause
and/or consequence of AIDS progression are still unclear.

Determining whether individuals carrying certain viral variants are prone to its
maintenance or switching to coreceptor use will improve our understanding of the
evolution and pathogenesis of HIV-1. Although the use of MVC-containing regimens
in first-line treatment is acceptable under special situations in many countries, in
Brazil, MVC-containing therapy is considered a salvage therapy, with almost all MVC-
treated patients having previously failed the current standard cART (6). Because
MVC has an excellent safety profile, which can decrease treatment toxicity and thus
possibly improve adherence, MVC has also been used in individuals with suppressed
viremia in order to stimulate recovery of the immune system (7,8). However, this drug
is not highly effective against X4 viruses, and characterization of viral tropism is
essential before and during MVC use. HIV-1 V3-genotyping assays have been widely
used. In general, bulk sequencing is the conventional method used; however, the use
of next-generation sequencing (NGS) increases the possibility of detecting R5/X4

minority variants.

71



The emergence of MVC resistance could be associated with the spread of a
pre-existing minority of X4 variants during MVC use (9-11) or could result from the
emergence of R5 resistance mutations, ultimately leading to treatment failure (5,12).
Some of these R5 mutations within the V3 loop were verified in vitro (21T and 28T)
and in vivo (11S+26V, 18G+22T, 19S+26V, 20F+21l, 20F+25D+26V, and
G15 P16INSG+25D) (5,12,13).

In this study, we aimed to to examine the frequencies of R5 and X4 HIV-1
quasispecies and possible MVC mutations resistance in proviral DNA obtained from
chronic treatment-experienced individuals undergoing MVC-containing antiretroviral
therapy.

Materials and Methods

Patient characteristics

HIV-1 chronic treatment-experienced individuals (n=20) from Instituto Nacional
de Infectologia Evandro Chagas (INI-FIOCRUZ), Hospital Universitario Gaffrée e
Guinle (UNIRIO), and Hospital Geral de Nova Iguagu (HGNI) recruited between 2015
and 2017. These patients were indicated for cART containing MVC due to virological
failure (HIV-1 RNA >1,000 copies/mL) under the current antiretroviral regimen (n=9),
or due to low adherence to therapy/with the goal of immunological recovery (n=11).
In order to verify whether these individuals were eligible to receive MVC-containing
therapy, HIV-1 V3-env genotyping by bulk sequencing was carried out. Buffy coat
and plasma samples were obtained from the patients during the baseline visit
(PREwmvc) and 9—15 months after MVC initiation (POSTwmvc).

CD4+ T cell counts and HIV-1 RNA guantification

Peripheral blood CD4+ cell counts were determined by flow cytometry using a
MultiTest TruCount-kit and MultiSet software on a FACSCalibur flow cytometer (BD
Biosciences, USA). Abbot Real-Time HIV-1 assays were used to measure HIV-1
RNA in plasma with a lower limit of detection of 40 copies/mL (Abbott Laboratories,

Germany).
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HIV-1 DNA bulk sequencing

Proviral DNAs from Premvc and POSTwmvc were extracted from buffy coat
samples using a QlAamp DNA Blood Mini kit (Qiagen, USA), according to the
manufacturer’s instructions. HIV-1 C2-V3 env amplicons were obtained through
nested polymerase chain reaction (PCR) using Platinum Taq DNA polymerase
(Invitrogen, USA) as described elsewhere (14). Amplicons were sequenced using a
BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) on an ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Sequences obtained were assembled and edited using SegMan 7.0 software
(DNASTAR Inc., Madison, W1, USA).

Reconstruction of HIV-1 env DNA haplotypes from NGS data

The resulting amplicons of the C2-V3 env described above, obtained at
PREwmvc and POSTwmvc visits, were used for library preparation using a Nextera XT
DNA Library Prep Kit with unique barcodes from a Nextera XT Index Kit (lllumina,
USA), following the manufacturer’s protocols. DNA sequencing was performed on a
MiSeq instrument using MiSeq Reagent Nano Kit, v2 with 500 cycles (lllumina).
Geneious v11.1.4 was used to trim demultiplexed reads for removal of adaptors and
low-quality bases (first 10 bases and bases with Q < 25), remove short reads (< 100
bp), and merge overlapping pair ended reads. Reads obtained were then mapped
against the gpl20 sequence from HXB2 (GenBank accession: K03455) with
Geneious, using medium sensitivity and five iterations with the Geneious mapping
algorithm. Alignment regions with at least 1000x coverage were applied for haplotype
reconstruction using QuasiRecomb 1.2 with the flag “-conservative” to increase
specificity. Only haplotypes with frequencies of greater than or equal to 1% were

used in further analysis.

HIV-1 subtyping and phylogenetic analyses

Bulk and haplotype sequences were aligned with HIV-1 reference sequences
from the Los Alamos database (http://hiv-web.lanl.gov) using the ClustalW algorithm
implemented in MEGA 6 and were manually edited. The final C2-V3 env alignment
covered positions 6840-7372 related to the HXB2 genome. Maximume-likelihood (ML)
phylogenetic trees were reconstructed using the PhyML 3.0 program. The
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approximate likelihood-ratio test (aLRT) was used to estimate the confidence of ML

tree branching.

Genotypic prediction of coreceptor usage

Coreceptor usage was predicted based on the HIV-1 V3-env amino acid
sequence through the Geno2pheno algorithm (available at
http://coreceptor.geno2pheno.org). A false-positive rate (FPR) of 10% was used for
DNA bulk sequences, as recommended by the European Consensus Group on
clinical management of HIV-1 tropism at Geno2Pheno website; for NGS sequences,

an FPR of 5% was used to classify X4-tropic variants (15).

R5-resistance mutations and polymorphisms

The R5 resistance mutations investigated within the V3 loop were: 21T, 28T,
11S+26V, 18G+22T, 19S+26V, 20F+21l, 20F+25D+26V and G15+P16INSG+25D
(5,11,13,16).

Statistical data analyses
Statistical analyses were performed to compare CD4+ T cells and viral load
from the two visits using the Wilcoxon test from GraphPad Prism v6 (Prism Software,

USA). P values <0.05 were considered statistically significant.

Sequence availability

Bulk HIV-1 C2-V3 env sequences were submitted to GenBank, and their
access numbers are MK306273-MK306288. The NGS data have been submitted to
the NCBI BioProject database under submission number SUB4926293.

Ethics
The Ethical Review Boards of INI, HUGG, and HGNI clinical research sites
approved the study (Ethics Committee CAE: 43234015.0.0000.5248), and written

informed consent was obtained from all participants.
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Results

Patient characteristics

Among 20 screened HIV-infected antiretroviral-experienced individuals, eight
carried R5 majority virus and therefore were included in the analysis. The median
age was 56 years (interquartile range [IQR]: 17-66 years), and most patients were
male (62.5%) and heterosexual (62.5%). The median HIV1 infection diagnosis time
was 19 years (IQR: 7-26 years) at PREmvc. The cART regimen co-administered with
MVC varied among individuals and was described in Table 1. The median time
between baseline samples and MVC-containing regimen was 45 days (IQR: 30-90
days). HIV-1 subtype B was detected at the envelope C2-V3 region in six individuals,
and two were sub-subtype F1 (Table 1).

From the four individuals who were virologically suppressed (< 1.6 log HIV
RNA copies/mL) at PREwmvc, three (MVC11, MVC15, and MVC18) sustained this
status during the MVC regimen (Figure 1). For those with detectable HIV RNA at
baseline (n = 4; ranging from 3.2 to 5.5 log10 copies/mL), the median time to achieve
viral suppression was approximately 5 months (IQR: 4—6 months) after MVC regimen
initiation. One individual (MVCO04), had three consecutively detectable HIV-RNA
measures (1, 3, and 6 months), probably due to low treatment adherence and high
frequency of X4-tropic variants (Figure 1).

At PREwmvc, the median CD4+ T cell count was 404 cells/mm3 (IQR: 23-1031),
and at POSTwmvc, we observed a slight immunological recovery with a median CD4+
T cell count of 611 cells/mm3 (IQR: 257-1031). This represented an average gain of
~200 CD4+ T cells/mm3 (IQR: 404-610.5; p = 0.1094) after a median of 12 months
(IQR: 9-15) of treatment. Nevertheless, MVC15 was the only patient to show CD4+ T
cell decay (PREwmvc: 953 to POSTwmvc: 693 cells'mm3) during follow-up, despite of the
matainance of HIV-1 RNA suppression.

HIV-1 genotyping coreceptor usage

In order to verify the presence of R5/X4 quasispecies in the studied
individuals, we performed NGS in PCR-amplified HIV-1 samples collected at both
visits. The median coverage obtained per sample was 13,929.5 (IQR: 8,390.5-
19,413) reads per base. For each sample, 1-22 HIV-1 env haplotypes were

reconstructed. All sequences branched together in highly supported monophyletic
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clusters (aLRT = 0.97) by patient (Figure 2), discarding possible events of
contamination. We also verified clusterization according to FPR values (Figure 2),
suggesting the influence of genetic characteristics, such as amino acid signatures
and net charge.

The use of NGS allowed us to detect X4-tropic variants at the PREwmvc visit in
three individuals (MVC04, MVC18, and MVC15; Table 1). MVC04 exhibited an X4-
tropic small frequency of 5.4% (FPR 1.3%) at PREwmvc, which became 100% for X4
sequences at POSTwmvc (Table 1). In addition, we verified the presence of two R5-
tropic variants at PREwmvc, one with a frequency of 31% (FPR 74%) and the other at a
rate of 54% with a low FPR cutoff (9%). MVC18 showed a similar profile, although
the frequency of X4 variants was higher (34.4%) at PREmvc and increased to 99% at
POSTwmvc (Table 1). The ML tree showed that the dominant X4 detected at POSTwmvc
seemed to have originated from those detected at baseline. The minority R5 variant
detected (FPR 16.4%) at POSTwmvc appeared to be an R5 to X4 intermediary
sequence, as depicted according to their branching together with the X4 variants at
PREwmvc (Figure 2). Thus, the MVC suspension was required for both individuals.

MVC15 displayed a low frequency (7.4%) of the X4 viral population at PREmvc
(Table 1) and showed 100% R5-tropic virus at POSTwmvc. Despite observing several
FPR cutoff levels in MVC15, ranging from 2.7% to 29.1% at PREwmvc, just one
quasispecie with 18.3 scores was selected to make up the POSTwmvc viral population
(Table 1; Figure 2).

Five individuals (MVCO05, MVC06, MvVC08, MVC11, and MVC19) harbored
only R5-tropic viruses with high FPR scores during the follow-up period.

R5-resistance mutations and polymorphisms

R5 resistance mutations (11) were detected at PREmvc in two individuals:
MVCO04 (11S+26V, 19S+26V, 20F+25D+26V) and MVC18 (4L). These patients also
presented X4 variants at this visit.

Other amino acids substitutions in the V3-env sequence were verified when
PREwmvc and POSTwmve sequences were compared in some individuals that presented
only R5-tropic variants during the follow-up period, including MVCO05 (5S, 15A, 26V),
MVCO06 (13N), and MVCO08 (13P/H, 15R, 17K, 28K) from HIV-1 subtype B and
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MVC11 (13R/S, 18Q, 29N) and MVC19 (10R, 13Q, 18R, 32K) from sub-subtype F1
(Figure3).

Discussion

In the current study, we provided a detailed analysis of coreceptor usage
evolution using NGS during MVC-containing therapy in eight antiretroviral treatment-
experienced individuals with chronic HIV-1 infection.

MVC has the ability to restore CD4+ T cells and reduce possible persistent
viral replication in anatomical sanctuaries (17), regardless of its use in CART or alone
(2,7,18). In this study, we observed an increase in CD4+ T cells in most individuals at
POSTwmvc, as previously reported (19,20). All individuals presented HIV-1 viral load
suppression at POSTwvc, independent of their virologic status at PREwmvc, similar to
the results of a previous study (21), indicating that MVC-containing therapy induces
an efficient decrease in viral load.

In clinical practice, the prediction of viral tropism is obtained through V3-env
genotyping by bulk sequencing. However, high-throughput NGS allows identification
of minority variants and determination of the frequency of R5/X4 viral quasispecies.
Based on this analysis, distinct R5 and X4 intrahost variants were detected in
different proportions. At PREwmvc, we identified minor and major X4 strain frequencies,
which could affect the eligibility of these patients for MVC-containing therapy if NGS
was implemented during pretreatment genotyping. However, previous studies have
reported the successful use of MVC for achieving better immunological recovery,
even in individuals having a small proportion of X4 or dual tropic viruses (8,22).

Geno2pheno is the most widely used algorithm for genotypic tropism
prediction and attributes a FPR value to a given V3 sequence defining the probability
of incorrectly classifying an R5 virus as X4 (23). Herein, we used the FPR threshold
of 5% for NGS, as previously described (15,24). According to the MOTIVATE clinical
trial and other studies (24,25), FPR values between 2% and 5.75% in NGS
sequences were associated with a loss of MVC antiviral activity, resulting in their
classification as X4 variants. Taken together, these results indicated that the use of
NGS in clinical practice would be meaningful for the detection of minor X4 variants;
however, further studies are needed to validate the choice of the FPR value for

tropism prediction.
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From the three individuals (MVC 04, 15 and 18) who presented a proportion
X4 variants at PREmvc in our study, antiretroviral therapy containing MVC was not
able to select X4 strains, except for one, MVC15, corroborating previous findings
(26). For the other two individuals, MVC therapy had to be discontinued. In MVC18, a
substantial proportion of the X4 variant at PREmvc dominated the proviral reservoir at
POSTwmvc, although an undetectable viral load was maintained. MVCO04 reported
treatment adherence problems and had instances of viral load detected during follow-
up; the minority X4 variant detected at PREwvc became the predominant variant at
POSTwmvc. A previous study showed that minority X4 variants could be selected by
MVC (10) as verified for MVC15 and MVC18, however, we were not able to confirm
this phenomenon for MVCO04, probably because of the patient’s poor adherence to
the treatment. In both individuals a suppressed HIV-1 RNA was observed at
POSTwmvc, probably due to the efficacy of the other drugs of MVC combined therapy.

MVC resistance has been described in individuals receiving MVC therapy and
harboring R5-tropic variants carrying mutations in gp120. In vitro studies have also
corroborated these findings (5,11,27). Surprisingly, we identified these mutations in
two individuals at PREwmvc, suggesting that this result could be associated with the
high envelope diversity because MVC-related transmitted resistance mutations are
rare in Brazil due to the infrequent and recent use of MVC. Nevertheless, we
observed other single amino acid changes in all patients who harbored R5-tropic
variants during follow-up, as described in several studies (11,28,29). These
polymorphisms were absent prior to MVC initiation and likely corresponded to viral
evolution related to the use of MVC-bound CCR5 (30). From these findings, we
identified polymorphisms at V3 loop position 13 in most individuals, suggesting
selection pressure arising from MVC, as previously described by Recordon-Pinson et
al. (31).

In conclusion, our findings suggested that cCART containing MVC as rescue
was able to suppress HIV-1 viral loads and increase CD4+ T-cell counts. We also
found that the presence of X4 variants at PREwmvc could lead to the selection of this
variant leading to MVC discontinuation. Moreover, we detected an increase in MVC-
related polymorphisms in R5 strains, despite residual viral replication. These findings
supported the use of viral quasispecies tropism determination by NGS prior to and

during MVC-containing therapy in settings where MVC regimens are broadly
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available. However, further studies with larger sample sizes and longer follow-up
times, aiming to trace the dynamics of R5/X4 variants and to better characterize
resistance mutations under MVC-containing therapy pressure, will be necessary to

confirm our findings.
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Table 1: Clinical and virological characteristics of HIV-1 chronic infected individuals under maraviroc-containing therapy.

patient _Timeof Following HIV-1 PREmve - POS Tuve
D infection  time env env Tropism  Viral CD4+ CART env (FE’R Viral CDA4+ CART
(years) (months) Subtype |haplotypes (FPR5%) load T cells haplotypes 596) load T cells
MVCO05 2 13 B 1 100% R5 1.739 482 TDF+3TC+FPV/r 13 100% R5 <40 580 DRV+RAL+RTV+MVC
MVC06 10 11 B 6 100% R5 289.127 23 TDF+3TC+FPV/r 15 100% R5 <40 257 DRVI/r+RAL + MVC
MVCO08 7 15 B 1 100% R5 10.587 366 TDF+3TC+LPVI/r 4 100% R5 <40 880 ETR+RAL+MVC
MVC19 18 9 F1 1 100% R5  42.308 442 TDE+3TC+EFV+LPV 3 100% R5 <40 641 ETR+RAL+MVC
MVC04 16 13 B 22 93'222 ii/ <40 164 RTV+DRV+TL 1 100% X4 <40 528 RTV+DRV+RAL+MVC
MVC11 24 12 F1 1 100% R5 <40 1031 TDF+DRV+RTV+3TC+TL 3 100% R5 <40 1031 DRV+RTV+TL+MVQ
MVCI5 26 12 B 15 95’22//" ii/ <40 953  RTV+3TC+DRV+RAL 7 100% R5 <40 693 RTV+DRV+RAL+MVC
,4%

65,69 RS/ RTV+DRV+TL 1% R5/ RTV+DRV+RAL+MVC

MVC18 24 11 B 2 saoxs <40 325 7 099 x4 <40 356

MVC: maraviroc; FPR: false positive rate; PREMVC: visit previously to CART containing MVC; POSTMVC: posterior MVC
initiation; TDF: tenofovir, 3TC: lamivudine; FPV: fosamprenavir; EFV: efavirenz; LPV: lopinavir; RTV: ritonavir; DRV: darunavir;
TL: tenofovir+lamivudine; RAL: raltegravir; ETR: etravirina.
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identification numbers are indicated at the top of each graph. The dashed black line

T T T — T
e 2 4 & 3 10 12 4

Menths in follow-up

MVC start LS
1400 ) 8
12004 5
1
1000 i P
8004 , s
600 | o Vo
. . 2
W04 o
200 ! 1
1
0= T T T T —t0
0 2 4 B B 10 12 14 18
Months in follow-up
MvCos
MVC start
1400 . &
12004 | 5
i
10004 , ! . o b
soo{ ~ )
. .
600 1 .
! & —
200 ! 1
I
0 + 0
0 2z 4 & 8 10 12 14 16
Menths in follow-up
MVCi8
MVC start
1400 ' 6
1200 ! 5
1
1000 : 4
400 i
- 3
600 '
2
4004 4. ! S —
200 ] —_— *—a _,....-r' 1
1] T T T T T T T T +0
¢ 2z 4 6 & 10 12 14 16
Months in follow-up
MVC start MVc19
1400 i [
1200 ! 5
'y i
1000 ; P
800 ; 3
L]
00 ) - T
000d AT e ]
1
200 : 1
0 (1]

T T T T T T T T T
0 2 4 & 8 10 12 14 16
Maonths in follow-up

indicates the viral load detection limit (<1.6 log RNA copies/mL).

85

Twyseidod ye Bo
qusaidon yay Bo Jusaidoa yyd Bo

uysaidos yy Bo

. CD4+T cells

‘ Viral load



® RS
A X4

o
POST,c|2 B2

PREyyc |

o,
et s egy,
T
-

MVCo4

- 74

»
= eelessds

w

MVC18

MVC06

MVCO05

MVC15

MvCo8

‘ MVC19

‘ MVC11

Figure 2. HIV-1 env-quasispecies at PREwmvc and POSTwmvc Vvisits. ML
phylogenetic tree of env sequences from PREmvc and POSTwvc visits. Clusters from
each individual are indicated by black lines with identification numbers. Clusters are
identified according to the HIV-1 subtypes: blue (subtype B) and red (sub-subtype
F1). Black circles represents reference sequences. Branch supports (aLRT) are
indicated at key nodes. The asterisks (*) represents the sequences obtained by

conventional sequencing. Circles represents R5 sequences and triangles X4

86



sequences (pink PREwmvc sequences and purple POSTuve sequences). The FPR

value of each sequence is shown next to each one.

Patient . Haplotype V3 amino acid sequences
identification e frequency
2|3(4/5|6|7[8]9/(10[11[12(13|14]15|16|17|18|19|20|21|22(23|24|25|26|27|28|29|30|31|32|33|34|35
mvcos LPREwc| 408% [CIT|RIP|GININ|TIRIKIS|I[S|I[GIP|G|A[SIFIFITIT|-|DIV|I|G|D|I Q|A[H|C
POSTyve| 100% [C|T|R|[P|G|N[N[T|R[R[R|V|H|L|G|L|G|R|T|F|F|T|[T|-|D I|GID|T|K|R|A|H|C
PREvc 99% |C|T|R|L|N|N|N|[T|R|R|S|I|R|L|G|P|G|R|T|F|Y|[A|T|G|-|-|-|-|D|I|R|Q|A[H|C
448% [C[T|R[H|N|N[N[T|R[K[S|I[s|I|G|P|G|R|A|F|-[A[T|[G[G|I]|I[c|D|I|[R|[Q|A[H|C
MvC18 POST 22% [c|I|R|P[S|N[N|T[R[K]|S|[I[H|L|[G|P|G[K|A|[F|[-]A[T|G[A][I]I|[G|D|I[R]Q[A]H]|C
el 185% |[C[TIRILINININ[TIRIRIS|I[R]IL]GIP[G[RIATFI-TAlT]G]-[-]-1-IplI[R]@]A]H]C
155% [C[TIR[LIN[NIN[TIR[R[S[IR]L]G|P[G[R[TIF[-TA[T]G]-[-]-]-Ip]I[R[Q[A]H]C
PREwc | 100% |[C| I|R|P|G|N[N[T|R|R|G|I|H|I|G|P|G|R|A|F|Y|A|[T|G|E|I|-|G|D|I|R|Q|A[H|C
MVCO05 POST. 75% |C|I|R|P|S|N|N G| | I|A[P|G|R|A|F|Y|[A|T|G|E|V|-|G|D]I Q|A[H
MVC =
45% |c|I|R|P|SININ|T|R|K|G|I|H|I|[G|P|[G|R|A|F|Y|A|T|G|E|I[-|G|N|I[R|Q|A|H|C
Mvcos LPREmvc| 100% |C|TIR|PINININ|TIR|K|S|I|T|I|G|PIGIRIAIF|Y|A|TIGIE[I|-|GID|IIRIQ|A]H|C

POSTyve| 248% |C|T|R|PIN[N|N|T|R|K|S|I|N|I|G|P|G|R|A|F|Y|[A|[T|G|E|I]-

@
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PREwc | 100% [C|T|R|P|N[N|N|T[R|K|S|I|N|I|Gc|P|G|R|A|F|Y|A|T|G|K|I|-|c|D|I|R|Q|A|H|C
MvCos 403% |c|T|R|[P|N|N|N|T|R|K[S|I|H|I|c|P|c|R|A|F|Y|A[T|[c|E|I]|-|c|D|I|R|Q[A|H|C
Mve

39% |c|T[R|PIN|NIN[TIR[K[S|[I[P|I|[R[P|K|R[A[F|[Y[A|[T|G|E[I]|-|[K[D[I|[R[Q[A[H]|C

Mvcis LPREwc| 100% |CITIR|PINININITIRIK|S|I[PILIG|P|G|KIA|F|Y|A|T|GIElI|-|G|D|I[RIQ|A|H|C
POSTwve| 100% |c|T|R|P|N|N|N|[T|R|K[S|1[R]|1|c|P|c|a@|A|F|F[A|T|c|E|I]|-|[c|N|[I|R[a|A[H|C
Mvete LPREwc| 100% [CITIRIPINININITIRIK[S|VIHIVIGIP|GIQ|A|F|Y[A|TI|GIE|I|-|GD|I|R|R[A|H|C
POSTwvc| 726% |[C|T|R[P|N|N|N|T|R|R|S|V|@|V|G|P|G|R|A|F|Y|A|T|G|E|I|-|G|D|I|R|K|A|H|C

Figure 3. HIV-1 R5-resistance mutations or polimorphisms related to MVC at V3
amino acid sequences of representative env quasispecies from PREmvc and
POSTmvc individuals of sequences that showed amino acid changes. R5-

resistance mutations at PREwvc is in green and polymorphisms at POSTwmvc in blue.
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5 DISCUSSAO

O HIV-1 é considerado um dos patdogenos mais importantes mundialmente,
sendo responsavel por uma das pandemias de maior impacto na saude publica das
Ultimas décadas. Embora importantes progressos tenham sido realizados na
prevencdo de novas infecgbes pelo HIV-1 e na diminuicdo de mortes relacionadas a
aids, o registro de novos casos vem aumentando nos ultimos anos (14). Atualmente,
a terapia antirretroviral € uma importante estratégia para o controle da pandemia. O
inicio precoce da cART, a melhoria na ades&o, assim como no controle da evolugéo
da infeccdo durante a terapia sédo consideradas estratégias importantes para que as
metas 90-90-90 estabelecidas pela UNAIDS (16) sejam alcancadas. Dessa forma, o
cenario epidemioldgico ideal é aquele em que todas as pessoas infectadas pelo HIV
conhecam do seu status soroldgico e que iniciem prontamente o tratamento, de
modo a suprimir a replicacdo viral e retardar a progressao da doenca, com a
melhora imunolégica, e ainda, diminuir a transmissdo do virus. Além desses
objetivos, a terapia também leva ao controle da diversidade viral nos reservatorios.
Quando iniciada na fase aguda da infeccdo esta limitara o tamanho e diversidade
dos reservatorios, enquanto que, quando iniciada durante a fase cronica, pode levar
a selecéo de alguma(s) populacéo (es) virais ja estabelecidas e diversificadas neste
momento. O inicio da terapia logo apds a deteccdo da infeccdo pelo HIV-1 é uma
medida preconizada desde 2013 pelo MS no Brasil (Ministério de Saude, 2013), de
acordo com a recomendacdo da UNAIDS (UNAIDS, 2011). Entretanto, dados do
MS apontaram que 16% dos individuos infectados desconheciam seu status
soroldgico em 2017 (Boletim epidemiolégico, 2018) e 29% das pessoas infectadas e
diagnosticadas tiveram conhecimento da infeccdo em um momento bem avancado
da mesma (Boletim epidemiolégico, 2018). E importante ressaltar que individuos
com infecg@o aguda contribuem de forma expressiva na transmisséo do HIV-1, visto
gue a carga viral encontrada nessa fase € em geral alta (249,250). Neste contexto, é
importante conhecer as dinamicas de influéncia do tratamento antirretroviral na
diversidade genética do HIV-1 e no controle da formacdo e manutencdo dos
reservatorios virais em diferentes estagios da infecgéo.

Durante a fase inicial da infeccdo a resposta imunologica frente ao HIV-1

ainda esta sendo desenvolvida, assim, a terapia introduzida nesta fase possibilita
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que individuos infectados apresentem menores niveis de ativacdo celular, melhor
reconstituicdo imune, interrupcdo da tempestade de citocinas, e reducao do tamanho
dos reservatérios virais. Por consequéncia, uma menor quantidade de quasispécies
virais deve ser verificada, e assim, estes individuos apresentariam perfil semelhante
aquele observado em pacientes capazes de controlar naturalmente a progressao
e/ou viremia (LTNPs e controladores de elite) (174,251). Estes individuos tém sido
propostos como um dos modelos para a obtengao da cura funcional da infec¢ao pelo
HIV-1 e os estudos dos mecanismos associados ao controle da infecgdo apés a
intervencdo da CART nesses grupos sdo importantes para a identificacdo de
marcadores para 0 momento ideal de interrup¢éo do tratamento.

Diante da relevancia da introducéo da terapia na fase aguda da infeccéo pelo
HIV-1 e da auséncia de estudos sobre esta teméatica no Brasil, em colaboracdo com
0 grupo de pesquisa do laboratério de Pesquisa Clinica do INI/FIOCRUZ, avaliamos
uma coorte de dez individuos recém infectados (Fiebig II-V) submetidos
precocemente a cART. Neste estudo, apresentado no Documento 1, tivemos como
objetivos obter um maior entendimento sobre o impacto do inicio da terapia precoce
nas cargas viral e proviral, e ainda avaliar a complexidade de quasispécies no
plasma e em PBMCs.

Uma significante restauracdo imunologica foi verificada em todos os
individuos quando comparados os momentos pré e um ano apés cART. Em um ano
de terapia foi observado um aumento significativo na contagem de linfécitos TCD4+,
corroborando dados de estudos que verificaran uma restauracdo do numero de
linfécitos TCD4+ > 500 células/mm?3 (252,253). Ja foi demonstrado que individuos
infectados pelo HIV-1 que iniciaram a terapia na fase aguda apresentaram uma
reconstituicdo imune mais precoce do que a CART em pacientes cronicos (173). Um
aumento da razdo CD4/CD8 (~1) foi observado assim como relatado por Hoenigl e
colaboradores (252). A dinamica da relacdo CD4/CD8 durante a infeccdo precoce
permanece pouco estudada, contudo, j4 foi demonstrado que o inicio precoce da
terapia parece melhorar esta relacdo (252,253). O aumento desta razdo foi
previamente relacionado a niveis reduzidos de DNA do HIV-1 em PBMCs (Chun et
al., 2002), principalmente se a cART foi estabelecida durante a infeccdo aguda
(254).

Em consonancia com a recuperacdo imunoldgica, observamos uma reducgéo

significativa no DNA total do HIV-1 em PBMCs, bem como na carga viral ao longo
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dos 12 meses de tratamento. Este controle viroldgico rapido e eficiente observado
nessa coorte esta de acordo com relatado em outros trabalhos (174,252,255).
Apesar da diminuicdo do DNA total do HIV-1 em PBMCs (mediana de 2,18 log
copias/10® PBMCs) em nosso estudo, esses niveis foram superiores gquando
comparado aos detectados em controladores poés-tratamento (PTCs) (mediana de
1,71 log copias/10° PBMCs) da coorte VISCONTI em um periodo de
acompanhamento de 36,5 meses (174), porém, o tempo médio para alcancar a
supresséo viral plasmatica foi semelhante. Alguns estudos, incluindo os PTCs das
coortes VISCONTI, CASCADE e SPARTAC, demonstraram que o controle da
replicacdo viral se manteve durante anos (2 a 12 anos) em individuos que
receberam cART durante a fase aguda da infeccao e interromperam a terapia (apos
12 semanas a 3 anos), sugerindo que o reservatorio talvez ndo seja completamente
reestabelecido logo apds a interrupcéo da terapia (173,174).

Para melhor entendermos o impacto da cART precoce na evolugdo genética
do HIV-1 nas PBMCs e no plasma, avaliamos a diversidade viral nos momentos pré
e pos-tratamento. Na maioria dos individuos, detectamos o agrupamento de
sequéncias virais provenientes de ambos o0s reservatérios, assim como uma
baixa/auséncia de evolugdo ao longo dos 12 meses de cART demonstrando a
manutencdo do tamanho do reservatorio durante a supressao viral. Os valores
detectados de diversidade do DNA do HIV-1 em PBMCs foram baixos (<1,5%) no
momento pré-tratamento, e apos 12 meses de cART, observamos uma diminuicao,
além de um declinio significativo na complexidade da populacdo proviral para a
maioria, exceto o IVA 17, que apresentou um aumento da diversidade viral.
Considerando a regido genémica estudada, ndo detectamos evolucgéo viral, o que é
consistente com a auséncia de replicacdo viral ativa. Dessa forma, a manutencéo do
reservatério provavelmente ocorreu por expansao clonal da proliferacao de células T
homeostaticas, assim como relatado em estudo prévios (153,256—259). No entanto,
a auséncia ou a baixa variabilidade no reservatério de PBMC ndo exclui a
possibilidade de que uma replicagédo residual possa estar ocorrendo em santuarios
replicativos, especialmente no tecido linféide (Lorenzo-Redondo et al., 2016). A
estabilidade destas células latentes infectadas abastecidas por uma replicagéo viral
de baixo nivel é o principal mecanismo pelo qual a infeccdo persiste. A reducdo na
complexidade proviral intra-hospedeiro ap6s a terapia pode ser explicada pela

depuracéo de células infectadas pelo HIV, provavelmente células T de vida longa
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(Palmer et al., 2008), e coincidiu com uma reducdo nos niveis de DNA do HIV.
Recentemente, Wang e colaboradores (260) encontraram uma associacao positiva
entra a diversidade genética do HIV durante a fase inicial da infecgdo e um declinio
mais rapido do DNA do HIV ap6s a cART. Em contrapartida, ndo encontramos
nenhuma correlacéo significativa entre a recuperacdo imunologica, ou o controle
virologico alcancado apés um ano de terapia supressiva com cART, e a diversidade
do HIV-1 antes do inicio da cART.

Os diferentes subtipos de HIV-1 encontrados nesta casuistica (B, F1 e C)
parecem nao ter influenciado nos resultados sobre a importancia da cART na
evolucédo viral dos individuos. No entanto, vale ressaltar que os individuos IVAO5 e
IVA38, ambos infectados com subtipo C do HIV-1, apresentaram os maiores valores
de diversidade e complexidade viral tanto em PBMCs como no plasma. Este achado
esta de acordo com um estudo anterior que descreveu uma maior diversidade
mediana para o subtipo C em relagéo ao subtipo B (261). No entanto, ndo podemos
comprovar neste trabalho se esta maior diversidade observada em individuos
infectados com o subtipo C do HIV-1 é baseada em propriedades virais especificas
deste subtipo ou ndo. Conforme o esperado de uma analise de individuos no inicio
da infec¢do, a maioria apresentou variantes de HIV-1 tropicas para o correceptor
CCR5 nos momentos pré e pos-terapia. As excecdes foram dois individuos
infectados pelo HIV-1 subtipo B que exibiram uma baixa frequéncia (6%) de clones
X4 no momento pré-terapia, o que corrobora com a literatura que descreve uma
frequéncia maxima de 20% dessas variantes no inicio da infec¢éo (236,262,263).

De acordo com os resultados obtidos no Documento 1, doze meses de cART
iniciada durante a fase aguda da infeccdo pelo HIV-1 permitiu um controle eficiente
da viremia e sugeriu uma reducdo do tamanho do reservatdrio analisado. No
entanto, a auséncia de marcadores definidores dos individuos que manterdo o
controle efetivo da replicacéo viral mesmo apoés a interrupcédo da cART, dificulta na
decisdo de descontinuar a terapia, visto que em muitos casos € verificada remissao
viral. Estudos com coortes maiores, avaliando compartimentos distintos e durante
um periodo mais longo de acompanhamento sdo necessarios. Aléem disso, a
caracterizacdo dos provirus integrados que compde este reservatorio seria
importante, visto que o reservatorio estudado neste trabalho pode ser composto por

provirus integrados em suas formas replicantes ou defectivas.
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O presente estudo contou ainda com um segundo eixo (Documento 2) que
visou verificar a influéncia da cART contendo o MVQ no contexto das variantes R5 e
X4 obtidas por NGS, em individuos infectados pelo HIV-1, multi-experimentados, em
fase cronica da infeccdo. Os individuos incluidos necessitavam alterar seu regime
terapéutico devido a falha virologica decorrente de falha terapéutica, ou a eventos
adversos (como intolerancia e ou nao-adeséo ao tratamento) ou com objetivo de
obter uma recuperacdo imunoldgica. O crescente conhecimento sobre o uso dos
correceptores do HIV-1 levou a busca e o estabelecimento de novas drogas
antirretrovirais visando a entrada do virus na célula, aumentando o numero de
opcbes de tratamento para estes casos. As propriedades farmacocinéticas
favoraveis e o bom perfil de seguranca do MVQ apoiam ainda mais a sua
consideracdo como parte das estratégias de troca, ou simplificacdo da terapia
antirretroviral em individuos tratados, melhorando a durabilidade, tolerabilidade e
eficacia a longo prazo da cART (224,264,265). Além disso, recentemente o MVQ foi
sugerido como um potencial farmaco capaz de induzir a transcricdo do HIV-1 em
linfécitos TCD4 em repouso interferindo na persisténcia viral (266). Neste sentido, o
estudo de coortes brasileiras sob uso de cART combinada com MVQ, se tornam
relevantes, principalmente por esta ser uma droga que ha poucos anos compde a
terapia de resgaste em multifalhados, e estudos relacionados ao mesmo ainda séo
escassos no pais. O regime terapéutico utilizado pelos individuos anteriormente a
inclusdo do MVQ na terapia continha inibidores de transcriptase reversa
nucleosideos e ndo nucleosideos e/ou inibidores de protease e/ou da integrase.

Para este eixo do estudo, 20 individuos infectados pelo HIV-1 em fase crénica
e multi-experimentados foram indicados a iniciar a terapia contendo MVQ. Destes,
oito (40%) foram elegiveis a terapia, visto que na andlise genotipica por
sequenciamento convencional possuiam a variante R5, e entdo foram incluidos no
estudo. Dentre os individuos estudados, metade teve indicacdo para uso do MVQ
devido a falha virolégica (com altos valores de carga viral); e a outra metade, apesar
de apresentar neste momento a carga viral suprimida, tinha histérico de baixa
aderéncia terapéutica ou ainda por indicagdo dos médicos visando o alcance de
melhor resposta imunologica.

Ja& foi descrito que o uso do MVQ em monoterapia ou em uso combinado com
outras drogas antirretrovirais leva ao sucesso terapéutico e ao aumento da
contagem de linfécitos TCD4+ (267—269). Assim, 0 mesmo tem sido recomendado
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também para individuos que exibem baixa recuperacdo imunolégica (270). De modo
geral, na maioria dos individuos analisados neste estudo foi observado um aumento
na contagem de células T CD4+ no momento pés-MVQ, corroborando dados de
estudos anteriores com periodos similares de acompanhamento (271,272).

Atualmente na pratica clinica, a determinacao do tropismo genotipico ainda se
baseia no sequenciamento convencional por sanger, permitindo a deteccdo de
variantes virais majoritarias. Entretanto, o NGS permite também a identificacdo de
populacdes minoritarias, possibilitando a obtencdo de uma frequéncia mais acurada
das quasispécies R5 e X4 presentes nos individuos. Deste modo, neste estudo, trés
individuos que apresentaram virus R5 por sequenciamento convencional no
momento prévio ao MVQ, por NGS exibiram variantes X4 em frequéncias distintas.
Portanto, se a genotipagem prévia por NGS fosse preconizada na rotina clinica,
estes ndo seriam elegiveis para uso do MVQ. Em dois destes individuos
observamos que a populagédo X4 passou a dominar o reservatério completamente no
segundo ponto estudado, sendo este um dos mecanismos de falha ao MVQ ja
descritos (218,241,242). Desse modo, foi indicada a interrupcdo do uso do MVQ
nestes individuos. Para o caso de um unico individuo (MVC15), o uso do MVQ por
12 meses nao selecionou as variantes X4 detectadas previamente, concordando
com dados do estudo de Raymond e colaboradores que também detectou uma néo
selecdo de variantes X4 apds 6 meses de uso de MVQ (246). Assim como reportado
por estudos anteriores, o uso do MVQ pode alcancar uma boa recuperacao
imunoldgica apesar da presenca de uma pequena proporcao de virus X4 ou virus
duo-tropicos durante a terapia com este farmaco (270,273). J& em casos onde nao €
detectada presenca de variantes X4 previamente ao tratamento, a troca do uso do
correceptor de CCR5 para CXCR4 pelo HIV-1, principalmente em individuos
infectados sob cCART com viremia indetectavel, é um evento raro (242).

Mesmo nos individuos onde verificamos a mudanca completa da populagéo
viral para X4 ap6és o uso do MVQ, o que inviabiliza a continuidade do uso deste
farmaco, ocorreu a manutencao da supresséo de suas cargas virais, bem como uma
contagem de linfocitos TCD4 + alta durante o periodo acompanhamento, iSso porque
provavelmente os demais farmacos estavam sendo efetivos. No caso do individuo
MVCO04, foram detectadas cargas virais positivas em trés medidas consecutivas,

provavelmente relacionadas a baixa adesao ao tratamento.
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A resisténcia ao MVQ pode ser relacionada tanto a presenca de variantes X4,
guanto a emergéncia de mutacdes nas variantes R5 (182,220,242). Como ainda nao
h& um consenso sobre essas mutagfes, e poucos estudos descrevem as mesmas,
investigamos em nossa coorte a presenca de mutacdes ja descritas in vitro e in vivo
afim de gerar novos dados sobre resisténcia ao MVQ. Fomos capazes de identificar
essas mutacdes em dois individuos no momento pré-MVQ, sugerindo que esse
resultado pode estar associado a alta diversidade do envelope, pois mutacdes de
resisténcia transmitidas relacionadas a este farmaco devem ser raras no Brasil, visto
gue seu uso € recente e pouco frequente. No entanto, observamos substituicdes de
aminoacidos em todos o0s pacientes que apresentaram variantes R5 durante o
acompanhamento, conforme descrito em varios estudos (229,242,274).
Considerando que esses polimorfismos estavam ausentes antes do inicio do MVQ,
provavelmente corresponderam a evolucao viral, decorrente da replicacdo residual
(275). Dentre estes, o identificado na posicdo 13 da algca V3 estava presente na
maioria dos individuos, sugerindo ser resultante de uma presséao seletiva decorrente
do MVQ, conforme previamente descrito por Recordon-Pinson e colaboradores.
(276).

Os individuos estudados no documento 2 desta tese exibiram uma mediana
de 19 anos de infeccéo pelo HIV-1, e uma mediana de diversidade na regido C2-V3
de aproximadamente 3%, nos dois momentos estudados (dado ndo mostrado).
Nestes individuos esperava-se até uma diversidade proviral maior no primeiro
momento, visto que metade destes estava em falha virologica. Esta variabilidade
seria decorrente da presenca de reservatorios maiores e bem estabelecidos (277).
No entanto, esta heterogeneidade menor provavelmente é decorrente do longo
tempo de uso de terapia destes individuos, e do seu controle da replicacdo viral por
longos periodos

Os achados descritos no Documento 2 confirmaram que a terapia contendo
MVQ foi capaz de manter/suprimir a carga viral do HIV-1 além de aumentar as
contagens de células T CD4+. Também relatamos que a presencga de variantes X4
previamente a terapia pode levar a selecéo de resisténcia que culminaria na falha
virolégica ao MVQ. Além disso, detectamos um aumento nos polimorfismos
possivelmente relacionados ao uso do MVQ nas cepas R5, apesar da baixa
replicacdo viral residual. Estas descobertas apoiam a determinagao do tropismo das

quasispécies virais pelo NSG antes e durante a terapia contendo MVQ. Entretanto,
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esta € uma metodologia cara, além de exigir uma alta qualificacdo para analise dos
dados gerados. Ressaltamos que novos estudos com maior amostragem e tempo de
acompanhamento com o objetivo de rastrear a dinamica das variantes R5/X4 e
melhor caracterizar as mutacdes de resisténcia sob pressdo da terapia contendo
MVQ, serdo necessarios para confirmar nossos achados.

A principal limitagdo encontrada nos dois documentos apresentados nesta
tese foi o pequeno numero de pacientes avaliados e 0 pouco tempo de
acompanhamento das coortes. Com relacdo ao Documento 1, apesar da
intensificacdo da oferta de testes rapidos dentro e fora dos servicos de saude, e da
busca abrangendo populagbes-chave em risco para deteccdo do HIV-1, a
identificagdo dos individuos nas fases precoces da infeccdo primaria ainda é rara.
Visto que nessa fase da infec¢do os individuos de modo geral apresentam apenas
sintomas inespecificos e similares aos verificados em diversas viroses, levando por
muitas vezes estes a ndo procurarem 0s servi¢cos de saude. Por outro lado, quando
h& a busca por estes servicos, nem sempre a suspeita de infeccao pelo HIV é
levantada. No entanto, até onde sabemos, este é o primeiro estudo brasileiro a
estabelecer e iniciar o tratamento precoce numa coorte de individuos com infeccéo
aguda e ainda discutir a evolucao viral e o tamanho do reservatdrio na mesma. Com
relacdo ao Documento 2, quando fizemos o desenho deste trabalho, esperavamos
obter um numero maior de amostras de individuos multiexperimentados com
indicacdo ao MVQ, porém, a partir do ano de 2016, o Dolutegravir (inibidor de
integrase) foi incorporado ao esquema terapéutico recomendado pelo MS e tornou-
se preconizado como escolha para os pacientes em falha, retardando o inicio da
terapia com MVQ.

De modo geral, o estudo das duas casuisticas desta tese ampliou o
conhecimento sobre a dindmica das quasispecias virais sob a pressao seletiva da
CART iniciada precocemente, e do uso da terapia contendo MVQ.
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6 CONCLUSOES

e Um ano apds o inicio precoce de terapia antirretroviral em individuos com
infeccdo aguda pelo HIV-1 foi associado a restauracdo imunolégica e supresséo
viral, independente da carga viral inicial, da contagem de células T CD4 +, do

subtipo de HIV-1 ou da diversidade proviral antes do inicio da cART.

e O inicio precoce de terapia antirretroviral em individuos com infec¢do aguda pelo
HIV-1 resultou em reducéo do tamanho e complexidade do DNA total de HIV-1 no

reservatoério de PBMC.

e A CART contendo MVQ em infectados pelo HIV-1 crénicos e multi-experimentados
foi capaz de suprimir ou manter a supressdo das cargas virais e alcancar
recuperacdo imunoldgica nestes individuos. Sendo efetivo para a maioria dos

individuos estudados.

e Em dois dos trés individuos submetidos a terapia com MVQ que apresentaram
variantes X4 em PREwmvc, as mesmas dominaram a visita POSTwmvc, apesar da
supressao da CV ao longo do estudo, o que poderia levar a falha ao MVQ.

e O uso de MVQ em terapia de resgate foi associado ao aumento nos

polimorfismos nas variantes R5, apesar da replicacao viral residual.

e Em conjunto, os achados supracitados demonstram a importancia do estudo da
dindmica das quasispécies virais, através do NGS, sob a pressao seletiva da
CART iniciada durante a fase aguda da infeccdo e do uso do MVQ compondo a

terapia de resgate em um momento mais avancado da infecgao.
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8 ANEXOS

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Projeto de Pesquisa: Estudo da dinamica evolutiva das quasispécies virais R5 e X4 no
contexto da infeccdo pelo HIV-1 e da presséo seletiva decorrente da terapia com
Maraviroque.

Nome do voluntério:

Como voluntario (a) vocé esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem
como finalidade estudar a evolugdo do virus HIV contido no seu sangue durante o uso do
medicamento Maraviroque. Para a execugdo do trabalho, até trés amostras do virus contido
em seu sangue serdo utilizadas para analise genética. Estas coletas ocorrerdo nas seguintes
fases: uma antes do inicio do tratamento com o Maraviroque e outras duas coletas (no 6°e 12°
meses apos inicio terapia, caso a carga viral esteja indetectavel, no entanto se durante o seu
acompanhamento de carga viral se tornar detectavel, a coleta se dara logo apos este
resultado).

e Se concordar em participar deste estudo, serdo solicitadas informagdes a respeito de sua
saude.

e O seu nome, endereco ou outra informacdo que possa identifica-lo (la) ndo serdo
divulgados, para manter a sua privacidade.

e Caso ndo concorde em participar do estudo, ndo haverd nenhuma diferenca em seu
atendimento ou tratamento neste Hospital.

e NOs coletaremos cerca de 20 ml de seu sangue (uma colher de sopa), da veia do seu braco.
Durante a coleta, vocé podera experimentar uma leve dor, um pequeno sangramento, e
mesmo a formacgédo de um pequeno hematoma no local da picada.

e O Maraviroque ja faz parte do conjunto de medicamentos distribuidos pelo Ministério da
Saude e os efeitos colaterais mais comuns sdo: Tosse, infeccdo de trato respiratdrio
superior e febre séo os efeitos adversos mais comuns, embora ndo se possa estabelecer
com certeza relagdo de causa e efeito. Também forma verificados casos de
hepatotoxicidade associados a quadro de reacdo alérgica, eventos cardiovasculares
isquémicos (principalmente em pacientes com fatores de risco ou diagnostico prévio de
cardiopatia isquémica) e Hipotensdo postural. Caso algum sintoma apareca contatar seu
meédico.

e Em qualquer momento vocé podera desistir de participar e inclusive pedir para destruir as
suas amostras.

Se vocé estiver de acordo em participar dessa pesquisa e deixar que parte da amostra
do seu sangue fique armazenada em nosso laborat6rio, marque abaixo, caso ndo esteja de
acordo com o armazenamento, também marque abaixo:

( ) Eu autorizo o armazenamento do meu sangue/ ( ) Eu ndo autorizo o
armazenamento do meu sangue.

Qualquer pesquisa futura ndo-prevista no contexto do projeto com a sobra do
seu sangue sera submetida ao Comité de Etica em pesquisa da Fiocruz para analise. Esse
termo sera assinado em duas vias de igual teor e uma via ficara com vocé. VVocé néo recebera
nenhum pagamento pela participagdo neste estudo, mas estara contribuindo com o
conhecimento acerca do virus, e caso tenhamos algum resultado que tenha impacto clinico na
sua saude, faremos todos os esfor¢os para encaminhar ao seu médico e a voce.

Pesquisadores: Dr. José Henrique Pilotto médico do Hospital Geral de Nova Iguacu (HGNI).
Dra. Monick Lindenmeyer Guimardes e Msc. Thaysse Cristina Neiva Ferreira Leite,
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pesquisadora e estudante de Doutorado, respectivamente, do Laboratério de AIDS e
Imunologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz IOC/FIOCRUZ.

Estaremos a disposicdo para quaisquer informacdes adicionais:

Medicos: Dr. José Henrique Pilotto - Hospital Geral de Nova Iguacu (HGNI), Telefone:
38658107; Dr. Walter Eyer-Silva - Hospital Universitario Gafrée e Guinle (HUGG),
Telefone: 25693025; Dra. Sandra Wagner e Dra. Isabel Tavares, médicas do Instituto
Nacional de Infectologia INI/FIOCRUZ Telefones: 38659118/38659623
Pesquisadores: Dra Monick Lindenmeyer Guimardes ou Msc. Thaysse Cristina Neiva
Ferreira Leite; Telefone: 38658227. E-mail: monicklg@ioc.fiocruz.br.

Consentimento:

Concordo em participar no estudo proposto, doando 20ml de sangue (uma colher de sopa) em
cada visita para que possa ser utilizado nas pesquisas cientificas que me foram explicadas.

Rio de Janeiro, ..... de i, de 20......
ASSINALUIE GO VOIUNTATIO: ..ottt e e e et e e e e et e e e et e e et e e e et e e e aeeeenanenes

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo

Cruz (CEP Fiocruz 10C), a saber: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansao) -
Manguinhos - RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 - E-mail:
cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

Versdo 2.0 datada de 22 de junho de 2015.
Atendendo as recomendagdes do parecer do CEP INI nimero 1.100.718, datado de 10/06/2015
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9 APENDICE

Trabalhos cientificos realizados em periodo concomitante a tese de Doutorado.
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in a Brazilian Cohort
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Abstract

Viral and host factors are known to play a role in the different patterns of AIDS progression. The cocirculation
of HIV-1 subtypes B, Fl, Bgg, and BFI; the occasional detection of HIV-1 subtype D: and an increasing
prevalence of subtype C and other recombinant forms have been described in Rio de Janeiro, Brazil. The aim of
this study was to evaluate the potential association of HIV-1 subtypes circulating among HIV-1+ individuals in
Rio de Janeiro with AIDS disease progression. For this purpose, 246 HIV-1 individuals under clinical and
laboratory follow-up from 1986 to 2011 were classified according to their progression to AIDS in typical
progressors (n=133), rapid progressors (n=95), and long-term nonprogressors (n=18). The env-gp120 region
was amplified and sequenced. Neighbor-joining phylogenetic inferences were performed in Mega 6 and
bootscan analysis was performed in Simplot 3.5.1. The Kaplan-Meier method and Cox modeling were per-
formed to determine the time until an AIDS-defining event based on the HIV-1 subtypes/variants. Similar AIDS
progression rates were observed among individuals infected with HIV-1 subtype B and variant Bgp. However, a
direct association between more rapid AIDS progression and HIV-1 subtypes, D and BF1, was confirmed in the
multivariate analysis, corroborating previous results. Our findings contribute to the investigation of the possible
influence of HIV-1 subtypes in AIDS outcome.
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HIV-1 Molecular Epidemiology,
Transmission Clusters and
Transmitted Drug Resistance
Mutations in Central Brazil

Tayana Serpa Ortiz Tanaka'", Thaysse Ferreira Leite®, Solange Zacalusni Freitas?,
Gabriela Alves Cesar’, Grazielli Rocha de Rezende?,

Andrea De Siqueira Campos Lindenberg?, Monick Lindenmeyer Guimardes=" and
Ana Rita Coimbra Molta-Castro®+5

" Programa de Pds-graduagio em Doangas Infocciosas o Parasitinias, Faculdade de Medicina, Federal University of Mato
Grogso do Sw, Campo Grande, Brazil, # Laboratory of AIDS and Molecular immunology, Oswaldo Cruz instifufe, Oswaldo
Cnz Foundation, Ric de Janairo, Brazil, ¥ Universitary Hospital Maria Aparocida Pedrossian, HUMAR Fedoral University

of Mato Grosso do Sul, Campo Grandls, Brazil, * Laboratory of Clinical Immunology, FACFAN, Fedaral University of Mato
Grosso do Su, Campo Grande, Brazil, * Laboratory of Molecular Virology, Oswaldo Cruz Foundafion, Mato Grosso do Sul,
Campo Grands, Brazil

We aimed to characterize HIV-1 molecular epidemiclogy and transmission clusters
among heterosexual (HET) and men who have sex with men (MSM) individuals, as
well as transmitted drug resistance mutations (TDRM) in Central-Western Brazil. This
cross-sectional survey was conducted among 190 antiretroviral naive HIV-1 infected
individuals. Proviral DNA was extracted, and nested PCR amplified partial polymerase
gene (PR/RT). After sequencing, subtypes were assigned, and the sequences were
analyzed for the occurrence of possible transmission networks. Calibrated Population
Resistance (CPR) tool from Stanford HIV Database was used to investigate the presence
of TDRM. Among 150 individuals whose samples were successfully sequenced, the
most prevalent HIV-1 subtype was B, followed by recombinant forms. The occurrence
of twenty transmission clusters composed by at least two sequences was verified,
suggesting the existence of transmission clusters among individuals from the same or
distinct sexual orientations. Intermediate level of TDRM (12%) was found in the study
population, and almost half of the subjects with TDRM had more than one resistance
mutation. No correlations between sexual orientation and the presence of TDRM,
HIV-1 subtypes/recombinants forms were verified. Taken together, the necessity of the
continuous monitoring of the TDRM to verify the importance of pre-genotyping and to
delineate future strategies in primary antiretroviral therapy. Likewise, the knowledge of
the HIV-1 transmission networks in Brazil would allow the implementation of effective
HIV-1 prevention strategies in local settings.
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