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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTUDO DAS QUASISPÉCIES DE HIV-1 NO CONTEXTO DA TERAPIA ANTIRRETROVIRAL 

INICIADA DURANTE A INFECÇÃO AGUDA E DA TERAPIA DE RESGATE COM MARAVIROQUE 

 

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITÁRIA 

 

 Thaysse Cristina Neiva Ferreira Leite 

 

A recomendação atual do Ministério da Saúde do Brasil é oferecer a terapia 

antirretroviral combinada (cART) para todos os indivíduos infectados pelo HIV-1 

assim que diagnosticados, independente de seu status imunológico e/ou virológico. 

A cART quando iniciada precocemente visa uma mais rápida e melhor recuperação 

imunológica e a diminuição da transmissão. No entanto, o seu impacto no tamanho, 

na composição e na diversidade do reservatório, necessita ser melhor caracterizado. 

Estudo 1: O primeiro trabalho desta tese teve como objetivos avaliar o efeito do 

início da cART precoce no tamanho do reservatório proviral e avaliar a complexidade 

das quasispécies no plasma e nas células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC). O estudo incluiu dez indivíduos infectados pelo HIV diagnosticados na fase 

aguda da infecção (Fiebig II-V), e os momentos antes (PREART) e 12 meses (M12ART) 

após a cART foram avaliados. O tempo médio para atingir a supressão viral foi de 

três meses. Em M12ART, observamos aumento de ~ 200 células T CD4 + (P = 0,008) 

e normalização da relação CD4/CD8 [1,0 Intervalo interquartil (IIQ): 0,88-1,18), P = 

0,016], bem como diminuição significativa nos níveis de RNA (~ 4 log, P = 0,004) e 

DNA (~ 1 log, P = 0,002) do HIV-1. Também detectamos pequena redução na 

diversidade proviral, e diminuição significativa na entropia normalizada de Shanonn 

(HSN). Esses resultados sugerem uma redução significativa no tamanho e 

complexidade do DNA total de HIV-1 no reservatório de PBMC e a restauração 

imunológica independente da da contagem de RNA viral inicial, da contagem de 

células T CD4 + ou do subtipo de HIV-1. Diante do surgimento de mutações que 

conferem resistência aos fármacos, novos alvos terapêuticos foram desenvolvidos. 

Estudo 2: O maraviroque (MVQ) visa bloquear o correceptor de entrada CCR5, e 

seu uso no Brasil é como opção resgate nos indivíduos multi-experimentados. Nesse 

estudo, avaliamos o impacto da cART incluindo MVQ nas quasispécies virais R5 e 

X4-trópicas em indivíduos com infecção crônica pelo HIV e multi-experimentados. 

Dos 20 indivíduos recrutados, apenas 8 apresentaram vírus R5 pelo 

sequenciamento convencional da região V3 e foram incluídos nesse análise. O 

sequenciamento de nova geração (NGS) foi realizado para avaliar as quasispécies 

virais antes (PREMVC) e 1 ano após a cART contendo MVQ (POSTMVC). Foi 

observado recuperação imunológica (média de aumento de ~200 células T CD4+). A 
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terapia contendo MVQ foi capaz de manter/alcançar o controle virológico para todos 

os indivíduos estudados, apesar da presença de uma pequena frequência de 

variantes X4 em PREMVC (5,4 a 34,4%) em 3/8 indivíduos. Em dois desses, as 

variantes X4 dominaram na visita POSTMVC, apesar da supressão viral ao longo do 

estudo. Cinco indivíduos apresentaram variantes R5 em ambos momentos. Nossos 

achados demonstraram que a terapia contendo MVQ foi efetiva para a maioria dos 

indivíduos estudados e que o uso de NGS antes e durante a terapia contendo MVQ 

é importante no monitoramento de quasispécies virais. Em conjunto, podemos 

concluir que os estudos desenvolvidos nessa tese reforçam o conhecimento sobre a 

dinâmica das quasispécies virais sob a pressão seletiva da cART iniciada 

precocemente, e do uso da terapia contendo MVQ. 

 



x 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

STUDY OF THE HIV-1 QUASISPECIES IN THE CONTEXT OF THE ANTIRETROVIRAL THERAPY 

INITIATED DURING ACUTE INFECTION AND THE RESCUE THERAPY WITH MARAVIROC 

 

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 cART 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 (PREMVC) and one year after cART containing MVC (POSTMVC). 
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 PREMVC (5.4 to 34.4%) in 
3/8 individuals. In two of these, X4 variants dominated the POSTMVC 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 INTRODUÇÃO 

1.1 Histórico e epidemiologia do vírus da imunodeficiência humana  

No início da década de 1980, o Centro de Controle e Prevenção de Doenças dos 

Estados Unidos da América (CDC), em Atlanta, foi alertado sobre um grupo de homens 

que 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 câncer de pele raro conhecido com Sarcoma de Kaposi 

(3), sendo todos anteriormente considerados saudáveis. Esses relatos foram associados a 

uma provável síndrome que causava imunossupressão e linfoadenopatia generalizada. 

Posteriormente, também observados em outros grupos de pessoas como: usuários de 

drogas injetáveis, hemofílicos, parceiras sexuais de homens infectados, transfundidos, 

crianças e indivíduos da região central da África (4–6). Através de esforços do CDC em 

estudar a origem destes surtos, em 1982, esta síndrome foi denominada como síndrome 

da imunodeficiência adquirida (aids – do inglês Acquired Immunodeficiency Syndrome). 

Após dois anos dos primeiros relatos, dois grupos de pesquisa liderados por Gallo e 

Montaigner descreveram que o agente etiológico desta síndrome poderia ser um retrovírus 

(7–9). Gallo acreditava ser um isolado do vírus T-linfotrópico humano (HTLV) e o nomeou 

como HTLV-III (9). Montagnier e colaboradores isolaram o vírus e o denominaram como 

vírus associado à linfadenopatia (LAV) (7). Em 1986, esse vírus, que exibia características 

morfológicas e genéticas típicas do gênero lentivírus, se que tratava do mesmo isolado 

(10), foi então denominado vírus da imunodeficiência adquirida (HIV- do inglês Human 

Immunodeficiency Virus) (11). Posteriormente, no mesmo ano, um retrovírus semelhante 

foi recuperado de indivíduos de Guiné-Bissau e Cabo Verde (12), e então, 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 vírus 

mais bem estudados e caracterizados, ainda não  foi possível obter a cura para a infecção 

pelo mesmo. 

Desde a sua identificação, o HIV já infectou 77,3 milhões [59,9  –100 milhões]  

milhões de indivíduos no mundo e, desses, cerca de 35,4 milhões [25,0–49,9 milhões] 
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foram a óbito por causas associadas ao mesmo, tornando-se assim o patógeno de maior 

impacto dos últimos tempos (14). No final de 2017, dados estimados pela UNAIDS e 

Organização Mundial da Saúde (OMS) revelaram que 36,9 milhões de pessoas estavam 

infectadas pelo HIV, e doenças relacionadas a aids foram responsáveis pela morte de 

940.000 indivíduos neste mesmo ano. A prevalência mundial da infecção pelo HIV parece 

ter se estabilizado em 0,8% (0,7-0,9%) (14) na última década, com um aumento do número 

absoluto de pessoas infectadas devido a diminuição da taxa de mortalidade em 

decorrência do crescente acesso à terapia antirretroviral combinada de alta potência 

(cART). O número de pessoas em uso de cART alcançou 21,7 milhões até junho de 2017, 

o equivalente a 59% dos indivíduos infectados pelo HIV, um grande passo para a redução 

da mortalidade e as taxas de transmissão afim de se alcançar 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 

estarão diagnosticadas; 90% deste grupo receberão cART ininterruptamente; e, 90% das 

pessoas tratadas alcançarão a supressão da carga viral (16). Quando esta meta tríplice for 

atingida, ao menos 73% das pessoas infectadas pelo HIV no mundo terão carga viral 

indetectável, e modelos matemáticos sugerem que o alcance destas metas até 2020 

permitirá o fim da epidemia de aids até 2030 (16). De acordo com os dados publicados em 

2017, até este ano, 75% das pessoas infectadas têm conhecimento do seu status; entre as 

pessoas diagnosticadas, 79% estão em uso de cART e dessas, 81% estão suprimidas 

virologicamente (14). Estes resultados demonstram um grande avanço rumo ao alcance 

das metas propostas. 

No continente americano, o número de pessoas infectadas é crescente na América 

do Norte principalmente pelo aumento da disponibilidade da cART, mesmo que a 

incidência esteja estável em cerca de 50.000 novas infecções por ano desde a década de 

1990. Os grupos mais afetados são os HSH e usuários de drogas. A região do Caribe 

possui, depois da África Subsaariana, a maior prevalência de HIV em adultos, com 

aproximadamente 310.000 pessoas infectadas em 2017. Nesta região há um predomínio 

da transmissão heterossexual, sendo o grupo HSH importante em alguns países. Já a 

América Latina apresenta em torno de 1,8 milhões de pessoas infectadas pelo HIV, 

compondo uma epidemia diversa, porém, a maior parte das transmissões são em HSH e 

trabalhadores do sexo (15). Mais da metade das pessoas vivendo com HIV na América 
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Latina se concentram nos quatro maiores países da região: Brasil, Colômbia, México e 

Argentina. 

O Brasil é responsável por 35% das infecções da América Latina, o que 

corresponde a uma prevalência nacional menor do que 1% (15). Porém, nos grupos de 

maior vulnerabilidade são observadas taxas de prevalências mais elevadas, como em 

torno de 25% em mulheres trangênero (17,18), 18,4% em HSH (19), 12% em usuários de 

drogas (20) e 5,3% em profissionais do sexo (21), por exemplo. A alta prevalência do HIV 

nessas populações pode ser explicada pelas dificuldades desses grupos no acesso aos 

serviços de saúde devido a fatores como o preconceito, o estigma e a discriminação, como 

também a persistência das práticas de sexo anal desprotegido principalmente pelo grupo 

HSH. (22,23). Atualmente vem sendo utilizada uma estratégia de prevenção combinada 

pelo Ministério da Saúde principalmente em populações chave e prioritárias. Esta prevê a 

oferta de testes anti-HIV, anti-hepatites virais e para infecções sexualmente transmissíveis, 

visando diagnóstico e tratamento cada vez mais precoces, implantando políticas de 

redução de danos, prevenindo a transmissão vertical e ainda com o uso da terapia como 

profilaxia pré-exposição (PreP) e pós-exposição (PEP). Esta estratégia tem como intuito  

conter o avanço da epidemia da aids, um grande desafio à saúde pública brasileira e mundial 

(Figura 1). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1: Estratégias de prevenção combinada da transmissão e da infecção. 
Ministério da Saúde do Brasil, 2017. 
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De acordo com os dados estimados pelo Departamento de Vigilância, Prevenção e 

Controle das IST, do HIV/Aids e das Hepatites Virais do Ministério da Saúde, entre 2007 

até junho de 2017, 194.217 casos de infecção pelo HIV foram notificados, sendo que a 

região Sudeste abrange o maior número de casos com 49,7% dos indivíduos, seguida 

pelas regiões 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 indivíduos estavam infectados 

pelo HIV no país, dos quais 84% estavam diagnosticados; 79% haviam sido vinculados ao 

serviço de saúde; 63% estavam em uso de cART e desses, 58% apresentavam supressão 

viral  (Figura 2) (24).  

 

Figura 2: Cascata de cuidado contínuo do HIV. Ministério da Saúde do Brasil, 
2017. 
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1.2 Classificação, características estruturais e genoma do HIV 

O HIV é um retrovírus pertencente à ordem Ortervirales, à família Retroviridae, 

subfamília Orthoretrovirinae e ao gênero Lentivirus (11,25,26). Este vírus é capaz de 

infectar e replicar-se, principalmente, em linfócitos T e linfócitos B, monócitos, macrófagos 

e células dendríticas, porém, é a depleção de linfócitos T CD4 auxiliares a principal causa 

da aids. Sua partícula viral possui cerca de 110nm, apresenta formato esférico e envelope 

lipoproteico sendo resultante da membrana plasmática da célula hospedeira, obtida por 

ocasião do brotamento. No envelope estão contidas as glicoproteínas de superfície, gp120; 

e transmembranar, gp41; que estão envolvidas na etapa de entrada do vírus na célula 

alvo. Envolto pelo envelope encontra-se a matriz, formada pela proteína p17 e, 

internamente a esta o capsídeo viral, que apresenta formato icosaédrico e é formado pela 

proteína p24. No seu interior encontra-se o genoma do HIV associado a proteínas do 

nucleocapsídeo (p7) e três enzimas: transcriptase reversa (TR; p51), protease (PR; p11) 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 regulatórios); vif, vpr, nef, vpu ou vpx (genes 

acessórios). Além desses genes, na extremidade 3’ e 5’ do genoma proviral do HIV são 

encontrados os LTRs (repetições terminais longas, do inglês, long terminal repeats), onde 

estão localizadas as principais sequências promotoras para a transcrição dos genes virais 

(Figura 3). Os LTRs flanqueiam o genoma, mas não são transcritos, agindo como regiões 

regulatórias (28).  

 

 

Figura 3: Representação esquemática do genoma proviral do HIV-1. Modificado 
de Los Alamos HIV Database (www.hiv.lanl.gov). 
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A região genômica gag (antígenos grupo específico, do inglês group-specific 

antigens) origina uma poliproteína precursora denominada p55, que é processada pela 

protease viral, durante ou após a liberação da progênie viral, em matriz (p17), capsídeo 

(p24), nuclecapsídeo (p7), proteína p6 e dois peptídeos espaçadores denominados SP1 e 

SP2. O gene pol codifica as enzimas virais PR, TR e IN, responsáveis respectivamente 

pela: clivagem das poliproteínas virais em produtos proteicos funcionais; sendo essencial à 

maturação viral; transcrição do RNA genômico em DNA complementar (cDNA) viral; e 

integração do cDNA viral no cromossomo celular do hospedeiro (29–32).  

 O gene env codifica uma poliproteína precursora, a gp160, que é processada por 

uma enzima celular, originando a glicoproteína de superfície (gp120) e a glicoproteína 

transmembranar (gp41). A gp120 é o principal contato entre o vírus e a célula hospedeira, 

sendo composta por cinco regiões constantes (C1 - C5), que geralmente são semelhantes 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Representação da estrutura secundária da glicoproteína gp120 do 
envelope viral. As caixas de cor laranja indicam a posição das regiões 
variáveis (V1-V5) com relação a sequência de referência HXB2. Os sítios de 
glicosilação estão indicados estão representados por estruturas de ramos. 
Fonte: Zolla-Pazner e cols., 2004. 
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Dentre as regiões variáveis, os domínios V1 e V2 são interligados através de pontes 

dissulfeto, formando a alça V1/V2. As demais regiões variáveis, V3, V4 e V5, formam alças 

independentes (33). A região da terceira alça hipervariável (V3) é a mais conservada em 

comparação com as demais regiões variáveis da gp120.  

A estrutura da V3 pode ser dividida em três regiões: base, haste e ponta. A base 

conservada está acomodada no núcleo da gp120 com uma ponte dissulfeto, enquanto a 

haste se estende para fora e é bastante flexível. A ponta consiste em aproximadamente 13 

resíduos no centro da sequência da V3, formando uma conformação β no ápice distal (34–

36) (Figura 5). O comprimento da região V3 sofre pouca variação e consiste geralmente 

em 35 aminoácidos, e exibe na ponta da alça um motivo aminoacídico específico 

conhecido como coroa da alça V3. No geral, a região V3 é conhecida por codificar os 

principais determinantes de especificidade do uso do correceptor (37,38), assim, variações 

genéticas podem estar relacionadas com o uso diferencial de correceptores pelo vírus 

(37,39). Recentemente foi descoberta a proteína Antisenso (ASP), localizada no gene env, 

entre as posições 7942 e 7373, relativas ao HXB2. Essa proteína está presente apenas no 

grupo M do HIV-1 e pode estar relacionada com o sucesso na dispersão pandêmica deste 

grupo (40). Além disso, mutações nesta proteína podem estar correlacionadas com 

tropismo viral (41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

As demais proteínas codificadas pelo HIV são os produtos primários da tradução 

dos RNA mensageiros que sofreram splicing. Tat e Rev são proteínas reguladoras 

Figura 5: Estrutura terceária tridimensional da alça V3 da gp120. 
Fonte:Adaptado de Sander e cols., 2007. 
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essenciais para a expressão dos genes do HIV. As proteínas codificadas pelos genes 

acessórios (Vif, Vpr, Vpu, Vpx e Nef) são importantes para a replicação viral in vivo, uma 

vez que neutralizam o efeito de fatores de restrição do hospedeiro, intensificam a 

replicação viral e infectividade dos vírions, ou facilitam a evasão viral da resposta imune 

adaptativa. Vif é responsável pela inibição da função antiviral da proteína APOBEC3, um 

fator de restrição do hospedeiro que promove um acúmulo de mutações guanina-adenina 

no genoma viral (42). A proteína Vpr participa na regulação da importação nuclear do 

complexo de pré-integração do HIV (43). Vpu é encontrada exclusivamente no HIV-1 e 

SIVcpz, e é responsável pela degradação da molécula de CD4 e promove a liberação da 

progênese viral das células infectadas pelo HIV-1 através da antagonização do fator de 

restrição humano Teterina (44). A proteína Vpx é codificada pela linhagem do HIV-2 e é 

responsável pela inibição de SAMHD1, um fator de restrição responsável pela redução do 

estoque celular de desoxirribonucleotídeos no citoplasma (44). Nef é responsável na 

manipulação da maquinaria celular, atua na diminuição da expressão de CD4 na superfície 

da célula hospedeira, modula vias de sinalização de células T e estabelece o estado de 

infecção persistente (45).  

1.3 O ciclo replicativo do HIV 

O ciclo de replicação do HIV se inicia com a etapa de adsorção, através do 

reconhecimento das moléculas de CD4, presentes na superfície de células susceptíveis ao 

HIV, pela glicoproteína gp120, juntamente com a subsequente interação com um 

correceptor de quimiocinas CCR5 ou CXCR4 (46), os mais importantes. Em seguida, o 

envelope viral se fusiona com a membrana plasmática da célula com mediação da gp41, 

que muda sua conformação expondo suas regiões que compõem o peptídeo de fusão (47), 

ocasionando a fusão das membranas celular e viral (32,46,48,49). As partículas virais 

parcialmente desencapsuladas são transportadas em direção ao núcleo, e neste momento, 

o genoma e as proteínas virais são liberados no citoplasma iniciando o processo de 

transcrição reversa do RNA genômico em DNA, e degradação do RNA. Ao término da 

etapa de transcrição, são inseridas as sequências LTR nas extremidades do DNA proviral. 

O LTR na região 5’ do provírus atua como um promotor da transcrição do genoma viral, 

enquanto o LTR da região 3’ auxilia a poliadenilação 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 proteínas virais e celulares, o complexo pré-integração (CPI). A integrase é 

uma das enzimas virais que compõe o CPI, e parece mediar a importação desse complexo 

ao núcleo, auxiliando a integração do cDNA ao DNA cromossômico da célula infectada 

(43,50). O DNA viral integrado pode ter sua expressão ativada juntamente com a célula 

hospedeira, podendo servir de molde para sínteses de novos RNAs mensageiros de suas 

proteínas virais. Os RNAs mensageiros transcritos inalterados ou parcialmente 

processados são exportados do núcleo para o citoplasma e então ocorrerá a tradução (51). 

 A poliproteína gp160 é traduzida no retículo endoplasmático, em seguida 

glicosilada e clivada pelas proteases no complexo de golgi, formando as proteínas do 

envelope, gp120 e gp41, as quais serão enviadas para a membrana plasmática da célula 

hospedeira (32). Já as poliproteínas Gag e Gag-Pol são sintetizadas por ribossomos do 

citosol, e ao se associar com dímeros de RNA genômico, concentram-se na membrana 

plasmática, resultando na formação das partículas esféricas imaturas contendo as 

glicoproteínas do envelope. A protease promove o processamento proteolítico de Gag e 

Pol durante ou logo após a liberação da partícula e então vírions maduros do HIV são 

gerados (52). 

Após a formação da partícula viral madura, o HIV pode infectar novas células 

susceptíveis na forma de partículas livres ou através de sinapses virológicas pelo contato 

célula-a-célula. Esta última forma tem sido evidenciada como a mais eficiente por facilitar 

os mecanismos de evasão da resposta imune e da ação dos antirretrovirais (53,54).   

1.4 Origem e diversidade genética do HIV 

A hipótese mais aceita para a origem do HIV baseia-se nas múltiplas transmissões 

zoonóticas a partir do vírus da imunodeficiência símia (SIV), entre primatas não-humanos e 

humanos na região Oeste e Central da África (55). Tanto o HIV-1 quanto o HIV-2 são 

oriundos de eventos distintos de introdução na população humana. As duas linhagens não 

apresentam relação genética entre si, porém estão relacionadas com diferentes linhagens 

de SIV que circulam na África Centro-Ocidental (56–58). O HIV-1 apresenta relação 

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-I) distintas do HIV-2 foram identificadas, cada uma aparentando se tratar de 

uma transferência zoonótica independente do SIVsmm para o homem (58). Dentre os oito 

grupos que o compõem, apenas os grupos A e B se disseminaram na população humana 

de forma considerável.  

O HIV-1 possui uma alta taxa de replicação viral, com o surgimento de 

aproximadamente 1010 novos vírions por dia num mesmo hospedeiro (63), além da alta 

susceptibilidade a eventos de recombinação homóloga. Outra característica marcante é o 

elevado grau de variabilidade genética consequente dos erros que ocorrem durante a 

replicação viral, principalmente durante a retrotranscrição pela TR, uma vez que esta 

enzima não apresenta mecanismos de correção no momento da transcrição do RNA em 

DNA (50). A baixa fidelidade do processo replicativo em conjunto aos erros de pareamento 

durante a replicação viral geram inserções, deleções e substituições na ordem de 10-5 por 

nucleotídeo, por ciclo replicativo (50,64). Essa alta frequência de erros permite que cada 

novo vírus tenha praticamente um genoma único e diferente de seu parental. O rápido 

acúmulo de mutações permite que as sequências genômicas do HIV-1 variem 

consideravelmente, não apenas entre os indivíduos, como também dentro do indivíduo 

infectado. Este conjunto de variantes virais distintas, porém relacionadas entre si, são 

denominadas quasispécies (65). A análise filogenética destas é geralmente representada 

como uma nuvem, cujo o centro é a sequência “mestre” de um vírus fundador (Figura 6) 

(66). Para que uma variante viral seja considerada quasispécie, a mesma deve conter os 

sequintes critérios: se divergir da sequência do vírus fundador através de mutações, 

gerando um repertório diverso ao longo de algumas gerações e ser selecionada pela 

pressão seletiva do hospedeiro (67). 
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As quasispécies virais, o grande número de indivíduos infectados e a persistência 

da infecção formam um conjunto de fatores ideais que favorecem a geração e expansão da 

diversidade do HIV-1. Algumas grandes questões relacionadas à evolução das 

quasispécies do HIV-1 ainda permanecem parcialmente incompreendidas, como: o 

aumento do número de mutações de resistência e combinações que conferem diferentes 

graus de resistência aos antirretrovirais; a interação do vírus com os diferentes tipos de 

resposta adaptativa, impactando no desenho vacinal; e a dinâmica da troca de 

correceptores em relação a patogênese viral e a progressão da doença.  

O grupo M do HIV-1 foi o primeiro a ser descoberto e representa a forma pandêmica 

do vírus. Devido ao seu alto grau de diversidade genética e pelo grande número de 

indivíduos infectados, os vírus deste grupo se diversificaram levando a uma complexa 

classificação do HIV-1, com base em genomas completos, em subtipos, subsubtipos e 

genomas recombinantes. A variação genética entre sequências genômicas de um mesmo 

subtipo intra-hospedeiro em torno de 8%, enquanto que a variação intersubtipo é 

geralmente cerca de 15%, dependendo de quais subtipos e regiões genômicas são 

analisadas (68). Este elevado grau de diversidade é um dos principais limitantes para o 

desenvolvimento de uma vacina eficaz contra o HIV. Além da resposta vacinal, a 

Figura 6: Representação esquemática da geração de quasispécies.  As 
variantes individuais que compõe as quasispécies são geneticamente 
interligadas à sequência do virus fundador (marcado em preto). Fonte: Lauring 
e cols., 2010. 
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diversidade viral pode afetar a resposta do hospedeiro ao tratamento, o desenvolvimento 

de resistência, além de influenciar na progressão 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 (A1-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 únicas (URFs) (69–71). A disseminação deste grupo na 

segunda metade do século 20 acarretou em uma distribuição heterogênea dos subtipos e 

formas recombinantes.  

Estudos de epidemiologia molecular indicam que atualmente o subtipo C é a 

linhagem predominante, responsável por 46,6% das infecções pelo HIV-1 no mundo, 

seguido pelo subtipo B (12,1%), subtipo A (10,3%), CRF02_AG (7,7%), CRF01_AE (5,3%) 

e subtipo G (4,6%) (72). Além disso, as formas recombinantes representam 16,7% das 

infecções, enquanto que os subtipos F, H, J, K e L têm uma disseminação limitada. O 

subtipo B, apesar de representar 12,1% das infecções, é o mais disperso geograficamente, 

sendo prevalente em países da Europa, nas Américas, e na Austrália (72), e, portanto, o 

mais estudado por compor majoritariamente a epidemia de países desenvolvidos. Na 

América Latina, o subtipo B, e formas recombinantes BF são 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 número crescente da 

descrição de CRFs vem sendo observado, o que pode mudar este panorama. Em grande 

parte do Brasil, a epidemia é 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 presença de uma 

variante, denominada BBr, que se caracteriza por apresentar um motivo GWGR no topo da 

alça 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 prevalência fora 

do país. Apesar de menos frequente, já foram detectados os subtipos D, A e o CRF02_AG 

(84,94–98). 
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1.5 O evento de transmissão do HIV 

A transmissão do HIV ocorre essencialmente através do contato de um indivíduo 

não-infectado com o sangue, sêmen, secreção vaginal e leite materno de um indivíduo 

infectado pelo HIV. Estudos sugerem que até 50% das novas infecções pelo HIV são 

adquiridas de indivíduos recém-infectados (99–101) devido ao alto nível de viremia durante 

a fase inicial da infecção e às propriedades específicas do vírus nesta fase. E ainda devido   

ao fato de que poucos indivíduos são diagnosticados, visto que apenas sintomas 

inespecíficos e comuns a outras infecções virais ocorrem nesta fase (102,103). 

O evento de transmissão é um processo considerado relativamente ineficiente 

devido as diversas barreiras imunológicas e físicas tanto no indivíduos transmissor, quanto 

no indivíduo sob risco de infecção. A eficiência da transmissão sexual pode ser modulada 

por fatores tais como: a presença de infecções sexualmente transmissíveis, 

particularmente aquelas que resultam em inflamação genital e úlceras, que podem elevar a 

quantidade de vírus no trato genital e aumentar a suscetibilidade à infecção de duas a 

onze vezes (104); gravidez, condição em que foi observado um aumento maior que o 

dobro do risco de aquisição do HIV (105). Em contrapartida, a circuncisão, leva a uma 

diminuição de 60% do risco de aquisição do vírus no parceiro masculino, conforme 

demonstrado em diversos ensaios clínicos (106–109). A transmissão sexual, nas relações 

sem o uso de preservativo, é a via mais comum, sendo responsável por mais de 75% das 

infecções no mundo (110). Entretanto, a probabilidade de infecção desta é relativamente 

baixa, variando de 0,1 a 1% em uma relação heterossexual vaginal e até 10% em HSH 

(111).  

A infecção sistêmica após a transmissão heterossexual é estabelecida 

principalmente a partir da propagação de uma única variante de HIV, o vírus fundador. No 

entanto, transmissões de múltiplas variantes são descritas em outros modos de 

transmissão, como em HSH e em usuários de drogas injetáveis, mas sua frequência varia 

de acordo com o risco de exposição (112–118). 

Na transmissão heterossexual, ocorre  um potente gargalo genético, do inglês 

genetic bottleneck. Neste, durante a infecção da mucosa é verificada uma população de 

vírus geneticamente homogênea com maior fitness viral, presente nos indivíduos 

infectados logo após o contágio, quando comparada à população altamente diversa nos 

transmissores (119). Alguns pontos em relação ao gargalo genético ainda não estão 
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totalmente elucidados, tais como: se esse gargalo genético atua imediatamente no 

momento da transmissão ou nos primeiros estágios da infecção; se características virais 

específicas são seletivamente vantajosas e determinam quais variantes sobrevivem ao 

gargalo; ou se as variantes transmitidas com sucesso são determinadas por efeitos 

estocásticos. Provavelmente, este gargalo genético é mediado por múltiplos fatores, os 

quais limitam que partículas do vírus possam atingir o trato genital, penetrar na barreira 

mucosa, infectar as células-alvo de forma produtiva e trafegar da mucosa para 

disseminação sistêmica (111,120). Uma potencial fonte é o ambiente único dos tratos 

genéticos masculino e feminino, que podem apresentar populações de células-alvo 

diferentes daquelas que a maioria dos vírus enfrenta na infecção sistêmica (111,120). Têm 

sido discutido que o uso de géis microbicidas pode selecionar vírus com maior capacidade 

de transmissão, enquanto que uma inflamação genital exerce um efeito oposto, visto que 

facilita a transmissão (121).  

Estudos comparativos sobre a variabilidade genética da população viral entre 

doadores e receptores revelaram que variantes específicas são preferencialmente 

transmitidas. Análises sobre o vírus fundador identificaram assinaturas genéticas, 

imunológicas e fenotípicas que estão associadas ao aumento do sucesso da transmissão 

(112,115,121–123). Os vírus fundadores geralmente apresentam carga total negativa da 

região V3; têm as alças variáveis mais curtas e menos sítios de glicosilação, facilitando a 

transmissão, mas aumentando o reconhecimento pelo sistema imune do hospedeiro 

(124,125). Estes vírus utilizam predominantemente o coreceptor CCR5 para a entrada na 

célula, sugerindo uma transmissibilidade reduzida dos vírus CXCR4-trópicos, embora 

alguns estudos tenham relatado em torno de 20% de infecção por essa população (126–

128). 

1.6 A história natural da infecção pelo HIV 

Assim que a transmissão ocorre, o HIV infecta principalmente células T CD4+, 

provenientes tanto do sangue periférico quanto de linfonodos iniciando a fase aguda da 

infecção. A infecção de células T CD4+ ocorre juntamente com uma alta viremia (>107 

cópias de RNA/mL de plasma), levando aos sintomas clínicos conhecidos como síndrome 

retroviral aguda. Estes sintomas podem mimetizar uma síndrome semelhante à 

mononucleose e geralmente incluem febre e linfadenopatia, entre outros como cefaleia, 
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sintomas gastrointestinais e úlceras podem também estar presentes. O período inicial entre 

o momento em que a primeira célula é infectada e o momento em que o vírus é detectável 

pela primeira vez no sangue é denominado fase de eclipse e dura aproximadamente de 7 a 

21 dias (129–132). Durante este período da infecção, ocorre uma depleção maciça de 

células T CD4+ (133), que é mais evidente no tecido linfoide associado ao intestino 

(GALT), que nunca se recupera imunologicamente em sua totalidade, mesmo após a 

reconstituição do subconjunto de células T CD4+ periféricas. Em resposta à infecção 

ocorre um aumento significativo de células T CD8+ específicas para o HIV, seguidas pela 

resposta imune humoral (134–136). Apesar das diversas formas de transmissão do HIV, 

geralmente há uma aparência ordenada de marcadores virais no plasma do indivíduo 

infectado. Essa sequência de marcadores laboratoriais foi sistematicamente avaliada por 

Fiebig e colaboradores (137), que criaram um sistema de classificação da infecção de 

acordo com a evolução da mesma. Os estágios I-IV refletem o surgimento, no plasma, do 

RNA viral do HIV-1 (Fiebig I); do antígeno viral p24 (Fiebig II); dos anticorpos específicos 

do vírus detectáveis por ensaio imunoenzimático (Fiebig III) e por Western Blot 

indeterminante (Fiebig IV); do padrão de bandas por Western Blot positivo mas negativo 

para p31 (Fiebig V) e p31 positivo (Fiebig VI) (Figura 7).       
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Após esta fase inicial, a viremia começa a declinar, e, eventualmente, atinge um set 

point viral após 8 a 24 semanas, marcando o inicio da fase crônica da infecção. 

Consequentemente, há a recuperação do número de linfócitos T CD4+ que se mantém 

estável ou sofre um declínio gradual (111,138). Nesta fase, a maioria dos indivíduos se 

mantém assintomática, porém, os níveis de viremia embora baixos, não são totalmente 

controlados. Esse período de latência clínica é extremamente variável e distintos perfis de 

progressão podem ser observados entre os indivíduos infectados pelo HIV não tratados. A 

maioria, denominados progressores típicos, progride para a aids entre seis e dez anos. De 

10-15% dos indivíduos infectados evolui para a aids entre três a cinco anos após a 

infecção, denominados progressores rápidos. Por outro lado, uma pequena fração (até 5%) 

dos indivíduos infectados, denominados não-progressores de longo termo (LTNP, long 

term non progressors), permanece, mesmo na ausência de tratamento, clinicamente 

assintomática e com altos valores de células T CD4+ por mais de dez anos de infecção 

Figura 7: Gráfico representativo da história natural da infecção aguda e precoce 
pelo HIV-1 com representação do diagnóstico de acordo com os estágios de 
Fiebig (Fiebig e cols. 2003). Durações médias da fase de eclipse e estágios de 
Fiebig e seus intervalos de confiança de 95% (apresentados em parênteses). 
Fonte: Adaptado de Shaw e Hunter, 2012. 
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(139–142). Uma pequena parte dos indivíduos LTNPs (<1%) apresenta persistência de 

carga viral plasmática indetectável por 10 anos ou mais, e são denominados Controladores 

de Elite (143). Durante o período de latência, a contagem periférica de linfócitos T CD4+ 

diminui lentamente, em grande parte como resultado da morte de células T induzida por 

ativação e exaustão imune causada pela inflamação crônica secundária à infecção viral em 

curso. Assim, o progressivo declínio de linfócitos T CD4+ bem como o aumento da 

replicação viral culminam na fase de aids, na qual o organismo fica vulnerável ao 

desenvolvimento de infecções oportunistas, podendo levar o indivíduo a morte, na 

ausência de tratamento (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: História natural da infecção pelo HIV. As mudanças na viremia 
plasmática (vermelho), na contagem de linfócitos T CD4+ (verde) e CD8+ (azul) 
e na titulação de anticorpos anti-HIV(amarelo)  durante a progressão para a 
aids estão indicadas no gráfico em função do tempo. A variação no risco de 
transmissão e na diversidade viral ao longo da infecção estão representados 
na forma de círculos pretos, cujo diâmetro é diretamente proporcional aos 
valores observados. Adaptado de Simon e cols., 2006. 
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1.7 Estratégia terapêutica e resistência do HIV aos antirretrovirais 

Em 1985 surgiram os primeiros ensaios clínicos para avaliar opções terapêuticas 

para a infecção pelo HIV. O primeiro fármaco com propriedade antirretroviral a ser testado 

foi o AZT (zidovudina), um análogo de nucleosídeo inibidor da enzima transcriptase 

reversa (ITRN), aprovado para uso pelo Food and drug administration (FDA) em 1987 

(144). Em 1996 teve início a era da terapia antirretroviral de alta potência, atualmente 

denominada terapia antirretroviral combinada (cART, do inglês combined antiretroviral 

therapy) com a administração conjunta de ITRN, além dos inibidores de transcriptase 

reversa não análogo de nucleosídeo (ITRNN; transcrição reversa do RNA viral em DNA) e 

de protease (IP; maturação da partícula viral), permitindo assim uma supressão viral mais 

duradoura. A partir de 2003 novos medicamentos, e novas classes de antiretrovirais foram 

desenvolvidos com intuito de oferecer não só alternativas para tratamento dos pacientes 

multi-experimentados, como apresentar menor toxicidade, comodidade posológica e maior 

barreira genética, como os inibidores de fusão (IF; fusão das membranas viral e celular), 

inibidores de integrase (INI; integração do cDNA ao genoma do hospedeiro), inibidores de 

entrada (antagonista de CCR5; adsorção e entrada) (145,146). Além destes, um novo 

medicamento da classe dos ITRN está em fase de desenvolvimento clínico (147). 

O objetivo da cART é suprimir a replicação do HIV através da inibição das enzimas 

e/ou etapas do ciclo viral, prevenindo a infecção de novas células e permitindo a 

reconstituição do sistema imunológico, evitando o aparecimento de doenças oportunistas e 

melhorando a qualidade de vida do indivíduo infectado. O Ministério da Saúde (MS) do 

Brasil atualmente recomenda que o esquema terapêutico 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 cópias/mL em até um ano após início de 

tratamento, e a grande maioria mantém a supressão viral nos anos seguintes. Porém, 

alguns indivíduos apresentam falha ao tratamento inicial, principalmente devido a falha 

virológica, seja pela baixa adesão à terapia, a esquemas inadequados, a fatores 

farmacológicos ou a transmissão de vírus resistentes (149). 

 A habilidade do HIV em acumular mutações, e, portanto, ser altamente variável, o 

torna capaz de evadir do sistema imune do hospedeiro. Entretanto, frente à pressões 

seletivas das drogas antirretrovirais, o HIV pode tornar-se resistente. De maneira geral, as 
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mutações não são vantajosas para o vírus, uma vez que podem causar códons de parada 

em regiões iniciais de sequências codificadoras de proteínas ou alterações nas próprias 

proteínas que são essenciais para que a replicação do vírus ocorra. Porém, estas 

linhagens são rapidamente eliminadas, à medida que novos vírus com melhor fitness viral 

surgem. A emergência de uma variante melhor adaptada às novas condições pode 

acarretar na mudança da população selvagem original. Desta maneira, durante o 

tratamento antirretroviral, a replicação residual do HIV pode ocorrer, e com isso, o 

surgimento de variantes virais carreando mutações de resistência é um fenômeno 

constante (150,151). Mutações que reduzem a susceptibilidade viral já foram descritas 

para quase todas as drogas antirretrovirais já desenvolvidas e utilizadas na prática clínica. 

Tornando importante o monitoramento da falha virológica, definida como não-obtenção ou 

não-manutenção do estado de supressão viral após seis meses do início ou da 

modificação do tratamento antirretroviral.    

Desta maneira, a utilização de drogas de outras classes, como IP ou INI são 

importantes componentes do esquema de resgate para indivíduos que apresentam falha 

terapêutica aos esquemas anteriores. Caso estas combinações não alcancem a supressão 

viral, o indivíduo pode ser classificado como multirresistente. A multirresistência é definida 

como a presença de resistência fenotípica ou genotípica às três classes de antirretrovirais 

em uso (INI, IPs, ITRNs e ITRNNs), uma condição que diminui consideravelmente as 

opções terapêuticas disponíveis, o que está associado a um maior risco da progressão 

clínica e aumento na mortalidade. Nestes casos, o inibidor de entrada antagonista de 

CCR5, Maraviroque (MVQ), é recomendado para compor a terapia de resgaste, desde que 

o indivíduo possua o teste de genotropismo recente (6 meses) para verificação de 

elegibilidade ao uso deste medicamento, ou seja, que seu vírus seja R5 trópico. 

Vale ressaltar que o tratamento de indivíduos portadores do HIV no Brasil continua 

sendo considerado uma referência mundial, devido ao acesso universal aos medicamentos 

antirretrovirais desde 1996. Além disso, em 2013, o Brasil foi o primeiro país em 

desenvolvimento a adotar a recomendação de início da terapia logo após o diagnóstico, 

independente da contagem de células T CD4+, objetivando uma melhor restauração do 

sistema imunológico e consequentemente da saúde do paciente, bem como uma medida 

de controle da transmissão do HIV (148). 

Apesar dos esforços para o controle da epidemia no Brasil, o número de casos 

novos de aids continuou aumentando nos últimos anos (15). O diagnóstico tardio é uma 
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grande preocupacão devido ao potencial de transmissão por um maior tempo. De acordo 

com os dados epidemiológicos da América Latina do ano de 2014, o início precoce e a 

melhora na adesão ao tratamento seriam boas estratégias para o alcance das metas 90-

90-90 estabelecidas pela UNAIDS. Neste contexto, a oferta de testagem visando o 

diagnóstico recente do HIV, seguido da vinculação ao serviço da saúde tornou-se 

fundamental para que a cART possa ser oferecida e iniciada precocemente, com intuito de 

reduzir/eliminar os reservatórios celulares e eliminar o estabelecimento de santuários de 

HIV, que é um dos fatores que possibilita o reestabelecimento da viremia após a falha ou 

interrupção do tratamento. 

1.8 Reservatórios do HIV 

Os reservatórios celulares persistentes de HIV-1 são estabelecidos precocemente 

durante a fase aguda da infecção. As células T CD4+ de memória central e transitória são 

consideradas o principal reservatório do HIV abrigando vírus integrados ao genoma, o 

provírus (152). O DNA viral pode ser encontrado em diversos subconjuntos dessas células 

que são identificadas de acordo com marcadores de superfícies celular. O primeiro estágio 

de diferenciação das células de memória é a célula T CD4+ naive (TNA). Quando o 

receptor de células TNA é estimulado por células apresentadoras de antígeno, 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 memória de vida longa, que são consideradas as células 

primárias que abrigam o HIV-1 de forma latente. Essas células são divididas em células 

tronco de memória (TSCM), memória central (TCM), memória transicional (TTM), memória 

efetora (TEM), memória migratória (TMM), memória residente tecidual (TRM) e células de 

diferenciação terminal (TTD) (153–155). 

As células capazes de reverter para o estado de memória apresentam grande 

longevidade em relação as outras ativadas após o reconhecimento do antígeno, e podem 

permanecer latentes durante anos até que reencontrem seu antígeno específico levando a 

ativação, e a um novo ciclo de proliferação clonal. Juntamente com a permissividade 

dessas células à infecção pelo HIV, que pode ocorrer durante o estágio naive ou em 

estágios diferenciados, estas são consideradas reservatórios ideais para o vírus, uma vez 



21 

 

 

 

que integrado, o provírus entra em estado de latência junto com a célula, e volta a ser 

transcricionalmente ativo apenas durante a próxima ativação do linfócito (153,156,157).  

Além dos subconjuntos de células T de memória, algumas células T efetoras 

hospedam o HIV-1 competente para replicação em indivíduos sob cART a longo prazo. As 

células T auxiliares, que são 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 indivíduos 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 monócitos e macrófagos também demonstraram conter DNA 

de HIV-1 em indivíduos infectados com HIV-1 em terapia (159–161). Macrófagos são 

amplamente resistentes aos efeitos citopáticos do HIV-1 e demonstraram longos períodos 

de vida in vitro. Portanto, se os macrófagos são permissivos à infecção produtiva após a 

interrupção do tratamento, eles podem ser um importante reservatório do HIV-1. Um 

estudo em primatas não humanos, no entanto, sugere uma meia-vida consideravelmente 

mais curta para esse tipo de célula in vivo (162). As células T auxiliares de memória 

folicular são também células alvo e contêm níveis significativos de provírus em indivíduos 

infectados pelo HIV-1 que não estão em tratamento (163). Devido à sua proximidade com 

as células dendríticas foliculares das células B do linfonodo, essas células podem servir 

como um potencial alvo para uma nova infecção durante a cART. Embora as células 

dendríticas foliculares não contenham provírus latentes do HIV-1, elas podem servir como 

uma fonte importante de vírions infecciosos durante e após a terapia, tornando-as um 

contribuinte crítico para a persistência do HIV-1. 

Estudos sobre reservatórios do HIV-1 concentraram-se em grande parte no sangue 

periférico, uma vez que este contém a maioria dos subconjuntos de células T de memória 

discutidos acima e também por ser a fonte mais acessível de células contendo o HIV-1 

latente, sendo este o reservatório mais bem estudado e melhor compreendido. As 

sequências de HIV-1 associadas a células do sangue periférico se misturam com 

sequências isoladas do GALT e dos linfonodos, indicando que as células contendo 

provírus trafegam entre esses tecidos (164). O GALT também contém células T de 

memória com HIV-1 persistente em indivíduos infectados em terapia eficaz a longo prazo, 

e contém níveis 2-4 vezes mais elevados de DNA do HIV-1 do que as populações de 

células do sangue periférico (164). Estudos estão em andamento para determinar até que 

ponto o GALT contribui após a interrupção do tratamento. 
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De maneira geral, os dados demonstram o grande obstáculo que os reservatórios 

representam para a remissão da infecção pelo HIV. O longo tempo necessário para morte 

das células latentes dificultam a extinção passiva dos reservatórios celulares. Ao mesmo 

tempo, as células com replicação ativa podem estar localizadas em locais cuja penetração 

dos antirretrovirais é subótima, como já foi demonstrado para o linfonodo, cérebro e 

trechos do intestino de alguns pacientes (165–168) . Os esforços para obtenção da cura, 

seja esterilizante (sem detecção do vírus) ou funcional (baixa detecção de carga viral 

mesmo após a interrupção da cART), se concentram na ideia de tentar eliminar esses 

reservatórios virais latentes. Até o momento, o único caso documentado de um paciente 

infectado pelo HIV-1 que obteve a cura foi o conhecido “Paciente de Berlim”, 

demonstrando a única evidência de que a cura da aids é possível (169). Este indivíduo foi 

diagnosticado também com leucemia mielóide aguda, e então recebeu um transplante com 

células tronco tronco hematopoiéticas CCR5Δ32/Δ32, ou seja, que não codificavam o 

CCR5, um dos principais correceptores de entrada do HIV (169). Assim, após o 

transplante, a replicação viral neste paciente permaneceu indetectável mesmo depois da 

descontinuação da terapia antirretroviral, há quase dez anos. A reconstituição de células T 

CD4 originadas do doador e a ausência de material genético do vírus em qualquer 

compartimento indicam que o indivíduo foi aparentemente curado, constituindo o único 

caso descrito até o momento de cura esterilizante da infecção pelo HIV (não-detecção do 

vírus) (170). Seguindo este propósito, 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 redução considerável 

dos níveis de DNA proviral foi observada, entretanto, alguns meses após a interrupção da 

terapia, a carga viral plasmática foi retomada (171). Neste contexto, a terapia antirretroviral 

para a redução dos reservatórios do HIV é de extrema importância, porém, o tamanho e 

tipo dos reservatórios virais parecem ser cruciais para o controle bem sucedido da 

replicação viral na ausência de terapia. 

Diante disto, o principal objetivo é tentar mimetizar o perfil de controle espontâneo 

da infecção em pacientes LTNPs ou controladores de elite, considerados modelos naturais 

para a cura funcional. Uma das maneiras encontradas atualmente para tentar alcançar 

esse controle da viremia e redução do tamanho dos reservatórios virais em indivíduos não-

controladores é iniciar a cART durante a fase aguda da infecção (Figura 9).  
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Um estudo realizado em 2015 por Laanani e colaboradores demonstraram que, 

quanto mais precoce for o início da terapia após a infecção pelo HIV, mais acelerada é a 

redução do reservatório proviral em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs, 

do inglês peripheral blood mononuclear cell) nos primeiros oito meses após o início da 

cART (172). Alguns estudos já demonstraram que em alguns pacientes que recebem 

tratamento precocemente durante a fase aguda, mesmo após a interrupção da terapia, há 

a manutenção do controle viral, sugerindo que o reservatório não seja completamente 

reestabelecido após a suspensão da terapia. A coorte CASCADE, composta por 11 

indivíduos, demonstrou que a cART iniciada em até três meses após a soroconversão e 

com duração em torno de 1 ano e 3 meses foi capaz de inibir o reestabelecimento 

Figura 9: Representação esquemática do tamanho e a composição do 
reservatório latente do HIV sob influência pela terapia antirretroviral nas 
infecções crônicas e aguda/recente. (a) Diferenciação das linfócitos T CD4. (b) 
Indivíduos com infecção crônica apresentam o reservatório maior, com mais 
células de vida longa, e aqueles com infecção aguda apresentam um 
reservatório menor. Adaptado de Ananworanich e cols., 2015. 
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virológico por dois anos após a interrupção do tratamento (173). No estudo VISCONTI, 

uma coorte de 14 indivíduos tratados em até dez semanas após infecção primária foi 

capaz de manter o controle da replicação viral por anos após a suspensão do tratamento, 

além de manter níveis altos de linfócitos TCD4+ e redução do reservatório viral (174). 

Estes trabalhos comprovam que é possível alcançar um controle imunovirológico 

sustentado após a interrupção da terapia iniciada na fase inicial da infecção. Entretanto, 

foram estudos retrospectivos, e, os efeitos do início precoce do tratamento na evolução da 

diversidade viral, tamanho e distribuição celular do reservatório 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 ligação aos receptores presentes na 

superfície da célula alvo (175). A primeira denominação para o tropismo do HIV-1 foi 

empregada para designar vírus que apresentavam a capacidade de indução de sincícios 

em linhagens de células T (vírus T-trópicos), enquanto vírus que não formavam sincícios, e 

tinham capacidade de infectar células monocíticas, mas não a maioria das linhagens de 

células T, foram denominados vírus M-trópicos (176). Em 1996, uma proteína de sete 

domínios transmembrana acoplados à proteína 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 -quimiocinas RANTES, MIP-1 

e MIP-1 atuavam como agentes supressores da infecção pelo HIV-1 levou a identificação 

do receptor de quimiocina CCR5 como correceptor para os vírus M-trópicos (178). Deste 

modo, uma nova classificação para o HIV-1 foi proposta com base no uso do correceptor 

de entrada, definindo como vírus R5 os isolados capazes de utilizar o CCR5, vírus X4 os 

que utilizam apenas o CXCR4, e aqueles com capacidade de utilizar simultaneamente os 

dois correceptores são denominados vírus R5/X4 ou duo-trópicos (49,179) (Figura 10). Os 

vírus R5 são menos patogênicos e infectam predominantemente células T CD4+ ativadas e 

macrófagos; já́ os vírus X4 têm como alvo células T CD4+ em repouso, e apresentam alto 

poder replicativo e alta patogenicidade (39,91). 
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Estudos demonstram que, em geral, os vírus R5 predominam na infecção aguda, 

enquanto que os vírus X4 emergem somente no estágio mais avançado da infecção, sendo 

correlacionados com a progressão acelerada para a doença (49,179,180) (Figura 11). A 

evidência de que o correceptor CCR5 desempenha um importante papel na transmissão é 

decorrente da presença de alelos CCR5 com uma deleção de 32 pares de bases 

(CCR5Δ32) em cerca de 10% dos caucasianos (181). Esta mutação em homozigose 

apresenta um efeito protetor contra o HIV, codificando para a proteína truncada e 

impedindo a entrada de variantes virais M-trópicas nas células, as quais necessitam da 

utilização do CCR5 como correceptor.  

Os mecanismos exatos envolvidos na troca do tropismo, e se o surgimento do vírus 

X4 é uma causa ou consequência da progressão da aids ainda não estão bem 

estabelecidos. A alta taxa de mutação do HIV-1 e a rápida renovação da população viral, 

combinada ao fato de que ocorre um processo gradual de acúmulo de mutações durante a 

infecção que culminam na troca do uso do correceptor CCR5 por CXCR4, sugerem que os 

vírus X4 podem emergir em qualquer momento durante a infecção (182–184). Os vírus X4 

Figura 10: Classificação biológica do HIV-1 baseada no tropismo viral. Fonte: 

Adaptado de Naif e cols.  2013. 
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podem emergir como consequência da progressão, devido ao número reduzido de células 

que expressam CCR5 ou pela superexpressão de CXCR4 no momento mais avançado da 

infecção (185). Outra hipótese é que variantes X4 são reconhecidas de forma mais 

eficiente pelo sistema imunológico e, portanto, eliminadas, só emergindo após a exaustão 

deste sistema (186–188).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.9.1 Fatores virais relacionados ao tropismo do HIV-1 

Conforme descrito no tópico 1.2, a região V3 é uma das 5 regiões variáveis da 

gp120 do envelope viral do HIV-1, e com base na sua análise estrutural, foi considerada a 

principal responsável pela interação seletiva com os correceptores (37,38,189). Além do 

V3, outras regiões da gp120 como V1, V2 e C4 também podem modular o tropismo, 

contudo em um menor grau (190,191), assim como o número de sítios de glicosilação, a 

variação no comprimento das regiões variáveis e a carga elétrica total desta glicoproteína 

também podem estar correlacionados (192–194). 

Figura 11: Representação esquemática da evolução das populações R5 e X4 do 
HIV-1 durante a infecção. (a) indivíduos infectados com vírus R5. (b) indivíduos 
infectados com vírus R5 e a emergência de vírus X4 associado com aumento 
acelerado da carga viral e diminuição de células T CD4+. Adaptado de Verhofstede 
e cols., 2012. 



27 

 

 

 

Variantes R5 usualmente apresentam carga elétrica aminoacídica mais baixa na 

região V3 em comparação a isolados X4 (195,196). A ligação entre o V3 e o correceptor é 

mediada pela presença de aminoácidos básicos (Arginina, R; ou Lisina, K), aminoácidos 

ácidos (Ácido glutâmico, E; Ácido aspártico, D) ou modificações pós-traducionais 

(geralmente N ou O-glicosilações ou sulfatação da tirosina), por consequência, mutações 

que afetam estes fatores estão correlacionadas com a seletividade do correceptor 

(196,197). Estudos determinaram alterações covariantes nas sequências de aminoácidos 

de V3 e compararam com sequências de cepas com tropismo conhecido, e foi observado 

que variações de aminoácidos das posições 11 e 25 se mostraram mais condizentes com 

as variações da carga total do V3, fator relevante para a determinação do fenótipo viral 

(198). Caso um aminoácido carregado positivamente esteja localizado na posição 11 e/ou 

25 da alça V3, e a carga total de aminoácidos estiver entre 5 e 8, o vírus tende a 

apresentar preferência pelo uso do correceptor CXCR4. Em contrapartida, se o aminoácido 

na posição 11 e/ou 25 for negativamente carregado ou neutro, o vírus tende a usar o 

CCR5 como correceptor de entrada. Vírus duotrópicos possuem a habilidade de usar tanto 

o CXCR4 quanto o CCR5, esses vírus geralmente pontuam como sendo um vírus X4 

quando as regras 11/25 e carga total do V3 são utilizadas (196).  

A maioria dos estudos de tropismo são realizados em coortes com predomínio do 

subtipo B, e estes relatam que a maior proporção dos infectados apresentam variantes R5 

no início da infecção e que os vírus X4 emergem com a progressão para a aids (49,180). 

Com relação ao BBR, estudos relacionados à progressão da infecção sugeriram uma 

evolução 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 progressão para aids entre infectados pelo subtipo B e 

infectados pela variante BBr (84), e além disso, Sucupira e colaboradores detectaram 

variantes X4 no início da infecção por BBr (201). Alguns estudos demonstraram uma 

grande proporção de vírus X4 em recém infectados pelo subtipo D (202,203). Outros, 

demonstraram que infectados pelo subtipo C utilizam majoritariamente o correceptor 

CCR5, sendo rara a ocorrência de variantes X4 mesmo após a progressão para doença 

(204–207). A reduzida incidência de vírus X4 nesses indivíduos pode ser atribuída ao fato 

deste requerer mais mutações para que ocorra a troca de R5 para X4, tanto na região V3 

como em outras regiões da gp120 em comparação com o subtipo B. Desta forma, os 
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diferentes subtipos podem desenvolver estratégias distintas na utilização do correceptor 

(207,208).  

 

1.9.2 Antagonistas dos correceptores 

Os antagonistas de correceptores são uma classe de antirretrovirais que têm como 

alvo os correceptores CCR5 e CXCR4. O bloqueio da interação CCR5-gp120 foi sugerido 

como uma possível estratégia terapêutica após a descoberta que pacientes que 

apresentavam homozigoze para a CCR532 eram resistentes à infecção pelo HIV e que os 

ligantes naturais do CCR5 eram capazes de bloquear a infecção (209–211). A partir deste 

achado, foram desenvolvidas algumas pequenas moléculas capazes de bloquear os 

correceptores de entrada, porém, nenhum fármaco visando a inibição do CXCR4 foi 

aprovado para uso clínico até o momento.  

As moléculas inibidoras de CCR5 se ligam à região hidrofóbica dos domínios 

transmembrana do CCR5 e alteram a conformação das alças extracelulares que interagem 

com o HIV durante a entrada na célula (Figura 12). Fármacos como o Aplaviroc, o 

Vicriviroc e o Cenicriviroc alcançaram a fase de testes clínicos (212–215), porém, o 

Maraviroc (UK-4278857), foi o único aprovado para uso clínico, em 2007 (216,217). 

Conhecido no Brasil como Maraviroque (MVQ), este medicamento é efetivo, mesmo em 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Ilustração do trímero das glicoproteínas do envelope em interação 
com CD4 e correceptor. Observa-se também a interação das alças da gp120 
com CCR5, que acarretará a fusão membranar e consequentemente a entrada 
do vírus na célula; e a ação dos Antagonistas de CCR5. Adaptado de 
Shcherbakov e cols., 2015. 
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Para determinar a eficácia e segurança do MVQ em pacientes infectados pelo HIV-1 

com tropismo para CCR5, foram realizados ensaios clínicos de fase 3, os estudos 

MOTIVATE 1 e 2 (Maraviroc Therapy in Antiretroviral Treatment- Experienced HIV-1-

Infected Patients) (218,219). Os indivíduos receberam MVQ oral ou placebo, uma ou duas 

vezes ao dia, com doses ajustadas com base em outras drogas da cART do paciente. 

Após 48 semanas de uso do MVC, um número significativo de pacientes apresentaram 

menos de 50 cópias de RNA/mL em comparação ao grupo que recebeu placebo. Mais de 

80% destes indivíduos mantiveram a supressão virológica até a semana 96, demonstrando 

a durabilidade da resposta deste antirretroviral. Os indivíduos que exibiam vírus não-R5 e 

que receberam o MVQ, não apresentaram uma diminuição significativa da carga viral 

quando comparado com o grupo placebo. A maioria desses indivíduos em falha virológica 

apresentaram vírus X4 (218), porém, o surgimento destes vírus sob pressão seletiva do 

medicamento geralmente tem origem de uma população minoritária já existente, e não 

devido a uma troca no tropismo viral (220).   

Além da boa resposta virológica, já foi relatado que indivíduos sob uso do MVQ das 

coortes MOTIVATE e MERIT, entre outros trabalhos, também exibiram uma melhora 

imunológica, com aumento nas contagens de células T (221–223). O estudo MERIT ainda 

avaliou a mesma coorte após cinco anos de uso do MVQ, e os indivíduos mantiveram a 

eficácia antiviral e segurança a longo prazo (224). 

No Brasil, o MVQ é comercializado desde 2013 como Celsentri (ViiV Healthcare, 

Reino Unido) e é utilizado em indivíduos multi-experimentados como terapia de resgate, ou 

seja, o mesmo é empregado quando os inibidores de transcriptase reversa, de protease e 

de integrase não suprimem a carga viral (conforme descrito na sessão 1.6). No entanto, 

para sua inclusão na terapia combinada, preconiza-se a realização prévia do teste de 

tropismo viral, e somente  indivíduos com vírus R5 serão elegíveis para o uso deste 

antirretroviral.  

1.9.3 Determinação do tropismo viral 

Para a determinação do tropismo do HIV-1 já foram desenvolvidos ensaios 

fenotípicos e genotípicos. Os fenotípicos são considerados padrão-ouro em estudo clínicos 

com antagonistas de correceptores e baseiam-se na habilidade do vírus em se replicar em 

linhagens celulares correceptores-específicas e na sua capacidade de formação de 

sincícios, determinando o fenótipo X4 ou R5 (225). Após a descoberta dos correceptores, 
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várias linhagens celulares foram desenvolvidas para expressar em sua superfície diversas 

combinações 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 CXCR4. 

A linhagem celular GHOST também é bastante utilizada (226). Existem também os ensaios 

fenotípicos recombinantes (RVA – Recombinant Viral Assays), que utilizam vírus 

recombinantes ou pseudovírus construídos com sequências do envelope amplificadas por 

real time PCR (RT-PCR), provenientes do plasma do paciente. Estes fragmentos de env 

amplificados preservam a diversidade da população viral presente no plasma, prevenindo 

qualquer seleção que possa ocorrer durante a passagem in vitro (226). O Trofile é o ensaio 

comercial amplamente utilizado em estudos clínicos (Monogram Biosciences) (227) e 

apresenta uma versão melhorada, Trofile de sensibilidade aumentada (ESTA) (228), que 

aumentou a sensibilidade para a detecção de variantes X4 minoritárias. Este ensaio é 

capaz de detectar vírus X4 presentes em até 0,3% da população com 100% de 

sensibilidade (228). No entanto, todos estes ensaios fenotípicos são laboriosos, 

demorados e/ou onerosos. 

 Neste sentido, os testes genotípicos têm sido utilizados amplamente na prática 

clínica devido ao seu menor custo e rapidez na obtenção dos resultados. Os mesmos são 

fundamentados no princípio de que a alça V3 é o principal determinante do tropismo viral. 

O algoritmo mais simples é baseado na regra das posições 11 e/ou 25, em que a presença 

de aminoácidos básicos nestas posições estão relacionados ao uso do correceptor CXCR4 

e na carga total da alça V3, na qual um vírus X4 está associado a uma carga total de 

aminoácidos maior que +6 (37,39), como já descrito anteriormente. Com intuito de 

aperfeiçoar a genotipagem, várias abordagens de bioinformática para interpretação de 

sequências de aminoácidos da alça V3 foram desenvolvidas. Essas ferramentas utilizam 

métodos computadorizados de aprendizado e são baseadas nas duas regras principais de 

previsão do tropismo. Dentre as ferramentas online disponíveis, destacam-se o WebPSSM 

e a plataforma Geno2pheno.  

O webPSSM (Position specific scoring matrices, disponível 

em:https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/), avalia a sequência V3 frente 

ao alinhamento com sequências com fenótipos conhecidos através da experimentação 

funcional utilizadas durante o treinamento da ferramenta. Um sistema de pontuação 

compara a sequência do paciente com sequências X4 atribuindo uma pontuação para as 

semelhanças encontradas. Esta ferramenta apresenta algumas limitações, visto que  
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apenas sequências V3 com 35 aminoácidos são consideradas (sequências com inserções 

ou deleções não são analisadas) e possui  apenas matrizes disponíveis para sequências 

pertencentes aos subtipos B e C (125).  

O sistema Geno2pheno (disponível em: https://coreceptor.geno2pheno.org) é um 

algoritmo avançado baseado na análise das correções fenótipo-genótipo utilizando árvores 

de decisão e máquinas de vetores de suporte (SVM – Support Vector Machines) para 

predizer a ligação do correceptor. Este sistema gera múltiplos alinhamentos contra mais de 

mil sequências referências conhecidas de V3 contendo representativos dos tipos de 

correceptores (R5, X4 e duotrópicas) oriundas da base de dados de Los Alamos e da 

literatura (229). A ferramenta Geno2pheno é amplamente utilizada e recomendada na 

prática clínica por ter uma boa concordância (86,5%) com o Trofile (230), por apresentar 

uma interface de fácil uso e ainda por permitir a inclusão de dados adicionais como carga 

viral e contagem de linfócitos T CD4+, por exemplo. Os valores de razão de falso positivo 

(FPR – false positive ratio) relativos a previsão de uso do CXCR4 podem ser ajustados 

pelo usuário, implicando em uma rigorosidade maior ou menor do teste. Essa pontuação 

pode ser entendida como a probabilidade de uma amostra negativa (R5) ser classificada 

como positiva (X4 ou duotrópica) 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 sequência, maior a chance da mesma ser CCR5-

trópica.  

Os testes de genotipagem podem ser realizados com amostras de plasma e DNA 

proviral presente em PBMC, sendo este último importante para casos de indivíduos com 

carga viral indetectável e que necessitem da genotipagem prévia para inclusão do MVQ no 

esquema terapêutico. Além disso, a população de DNA proviral pode ser mais heterogênea 

do que a do RNA viral circulante no plasma (218,231). Alguns estudos por exemplo 

detectaram vírus X4 mais frequentemente em DNA do que RNA em estágios iniciais da 

infecção (232,233), enquanto outros só́ verificam esta diferença de linhagens nos estágios 

mais avançados (234–236). Este fato pode estar correlacionado ao subtipo viral envolvido 

(232,237), como também a metodologia de sequenciamento utilizada.  

O sequenciamento viral para obtenção de sequências para o genotropismo pode ser 

realizado através do método de terminação de cadeia (Sanger) ou por uma das 

plataformas de sequenciamento de nova geração (NGS – Next sequencing Generation). As 

variantes minoritárias, presentes em frequências inferiores a 10-20%, geralmente 
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permanecem indetectáveis pelo método convencional por Sanger (238–240). Para 

alcançar essa população minoritária através deste tipo de sequenciamento, pode ser 

executada a metodologia de clonagem previamente ao sequenciamento ou a amplificação 

única do genoma (SGA – Single Genome Amplification) para obtenção de amplicons 

únicos, e por consequência, a detecção das quasispécies. Já a abordagem por NGS 

facilita esse processo, visto que é possível sequenciar milhares de sequências de uma só 

vez, com uma baixa taxa de erro e portanto, maior sensibilidade, permitindo não só 

estudos de evolução de subpopulações virais como também a detecção de variantes 

resistentes aos antirretrovirais em baixa proporção, e que podem levar a falha terapêutica. 

1.9.4 Resistência ao Maraviroque  

O surgimento de resistência ao MVQ pode estar associado à propagação, durante 

seu uso, de uma população minoritária de vírus X4 preexistente (218,241,242) ou pode 

resultar do aparecimento de mutações de resistência em variantes R5, levando à falha ao 

tratamento (241,243).  

Alguns estudos relataram que indivíduos que não respondiam ao tratamento 

frequentemente apresentavam vírus X4 no momento da falha virológica, e destes, a 

maioria já exibia essas variantes em proporções baixas antes do tratamento com MVQ, 

demonstrando a capacidade em selecioná-las durante a terapia (218,241,244,245). Ou 

seja, provavelmente o aumento da detecção de variantes X4 estava relacionado à inibição 

do vírus R5, não sendo esta resultante da pressão seletiva contínua do MVQ para a 

mudança de R5 para X4. Em contrapartida, um estudo com o uso do MVQ por 24 semanas 

relatou uma não seleção de vírus X4 (246).  

Consistente com o fato que MVQ atua através de um mecanismo alostérico de 

ligação celular, a expressão fenotípica de resistência nos vírus R5 in vitro é uma redução 

na inibição máxima (MPI), com a maioria dos vírus resistentes apresentando 80-95% de 

MPI, ao invés de um aumento na concentração inibitória de 50% (IC50) (247). Os 

mecanismos responsáveis pelo surgimento de resistência ao MVQ não foram 

completamente elucidados, mas envolvem mutações que resultam em maior afinidade da 

gp120 ao CCR5 ligado ao fármaco, permitindo a ligação apesar das mudanças 

conformacionais de ligação ao MVQ. Apesar de outras regiões da gp120 também 

apresentarem potenciais mutações de resistência,  a região V3 é a que apresenta mais 
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assinaturas. In vitro, a seleção de duas mutações (21T e 28V) foram associadas a 

resistência ao MVQ (182).  

Por outro lado, dados de indivíduos incluídos nos ensaios MOTIVATE e em outro 

estudos identificaram alterações únicas (13H, 16A, 20L, G15_P16INSA, N24_I25INSI e 

G18DEL) e vários padrões de mutação (11S + 26V, 18G + 22T, 19S + 26V, 20F + 21I, 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 política de acesso ao tratamento antirretroviral do Brasil contribui 

consideravelmente na melhoria da qualidade de vida do indivíduo infectado pelo HIV pois 

resulta em controle virologico, reduz a morbidade e mortalidade associadas ao HIV, mas 

não possui a capacidade de cura para a infecção. A recomendação atual do Ministério da 

Saúde é que para todos os indivíduos infectados, assim que diagnosticados seja oferecida 

terapia antirretroviral, independente de seu status imunológico e/ou virológico.  

O início da cART durante a fase aguda da infecção é uma das formas encontradas 

atualmente para tentar se alcançar o controle da viremia e redução do tamanho do 

reservatórios virais em indivíduos infectados e que não possuem controle virológico 

natural, sendo estes fatores fundamentais na busca pela cura funcional. No entanto, o 

diagnóstico do HIV na fase aguda é raro, visto que os indivíduos de modo geral 

apresentam sintomas inespecíficos, dificultando a busca por serviço de saúde. Outro fator 

importante é que os testes rápidos de triagem utilizados como rotina só detectam 

anticorpos contra o vírus entre 12-14 dias após a infecção, sendo necessários exames 

sorológicos e moleculares complementares para detecção de indivíduos nesta fase. Diante 

disso, em colaboração com o o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), 

estabelecemos e acompanhamos a primeira coorte de indivíduos tratados durante a fase 

aguda infecção no Brasil, visando alcançar maior entendimento a respeito do impacto da 

entrada da terapia precoce, ainda na fase aguda da infecção, com relação a dinâmica e 

evolução das quasispécies virais, visto que os efeitos desta entrada precoce da terapia 

ainda não foram totalmente elucidados. 

O presente trabalho possui ainda uma segunda vertente, que se fundamentou em 

um momento mais tardio da infecção. Após anos em uso de terapia, o polimorfismo do 

vírus e a emergência de variantes virais de resistência sob a pressão seletiva das drogas 

limitam a eficácia da cART em suprimir a replicação viral, o que acarreta um número 

crescente de indivíduos infectados por variantes de HIV multiresistentes aos inibidores 

correntes. Deste modo, novos alvos terapêuticos foram testados, dentre eles, o MVQ, que 

é utilizado na fase crônica compondo a terapia de resgate no Brasil. Porém, para seu uso é 

necessário o conhecimento prévio das variantes R5 e X4, bem como a evolução destas 

populações virais após o início do medicamento. Assim, de modo a obtermos maior 
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conhecimento sobre a dinâmica e evolução genética destas populações no reservatório 

PBMC, empregamos a metodologia de NGS em indivíduos infectados pelo HIV-1 

multiexperimentados submetidos à cART contendo MVQ. Para o recrutamento dos 

indivíduos deste segundo eixo da tese, além do INI, contamos com a colaboração do 

Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI) e Hospital Universitário Gaffrée e Guinle (HUGG).  

Diante deste cenário, o estudo das duas casuísticas propostas neste trabalho visou 

ampliar o conhecimento sobre a dinâmica das quasispecias virais sob a pressão seletiva 

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

 

 

 

 

 



36 

 

 

 

3 OBJETIVOS  

3.1 Objetivo Geral 

Estudar a dinâmica das quasiespécies de HIV-1 no contexto do tratamento 

antirretroviral precoce em indivíduos na infecção aguda e da terapia de resgate com 

Maraviroque em indivíduos na infecção crônica.  

3.2 Objetivos Específicos 

Documento 1:  

 

 Avaliar a resposta virológica/imunológica dos indivíduos infectados pelo HIV-1 

que iniciaram a cART na infecção aguda. 

 Avaliar o impacto da cART implementada na fase aguda da infecção no tamanho 

do reservatório do HIV-1 

 Avaliar o impacto da cART implementada na fase aguda da infecção no  

diversidade e complexidade filogenética do HIV-1. 

 

Documento 2: 

 

 Avaliar a resposta virológica/imunológica dos indivíduos crônicos infectados pelo 

HIV-1 diante da inclusão do MVQ na cART de resgate. 

 Avaliar a distribuição das populações virais R5 e/ou X4 presentes antes e após o 

início da cART com MVQ; 

 Verificar a emergência de possíveis mutações de resistência ao MVQ ao longo 

da cART contendo este fármaco. 

 

 

 



37 

 

 

 

4 DOCUMENTOS 

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 Côrtes, Ana Cristina 

Garcia Ferreira, Sandra Wagner Cardoso, Beatriz Grinsztejn, Michelle Morata de Andrade, 

Valdilea Gonçalves Veloso, Mariza Gonçalves Morgado, Monick Lindenmeyer Guimarães 

Periódico: Trabalho aceito em 21 Jan 2019 para publicação na Frontiers in Microbiology – 

Virology | doi: 10.3389/fmicb.2019.00145 

 

Resumo: 

O objetivo da cART precoce do HIV é limitar a semeadura do reservatório viral durante a 

fase inicial da infecção e, consequentemente, diminuir a diversidade viral intra-hospedeiro. 

Neste trabalho, avaliamos o efeito do início da cART no tamanho e complexidade do 

reservatório proviral. Foram obtidas amostras de PBMC e plasma de dez indivíduos 

infectados pelo HIV diagnosticados na fase aguda da infecção, antes (PreART) e 12 meses 

(M12ART) após a cART supressiva. O tamanho do reservatório proviral do HIV foi 

determinado por PCR quantitativo em tempo real; a diversidade viral intra-hospedeiro da 

região env C2-V3 foi avaliada por amplificação genômica única ou sequenciamento de 

próxima geração em PBMC e plasma, respectivamente. A diversidade média de 

nucleotídeos (π) e a entropia de Shannon normalizada (HSN) foram usadas para inferir a 

complexidade da população viral. Comparado ao PreART, o M12ART obteve uma 

recuperação imunológica com um ganho de ~ 200 células T CD4 + (P = 0,008) e uma 

normalização da relação CD4 / CD8 [1,0 (IQR: 0,88-1,18), P = 0,016], bem como uma 

diminuição significativa nos níveis de RNA (~ 4 log, P = 0,004) e DNA (~ 1 log, P = 0,002) 

do HIV-1. O tempo médio para atingir a supressão viral foi de três meses (IQR: 2,8-5,8 

meses). A alta mistura entre sequências de ambas as visitas sugere que o reservatório de 

DNA do HIV-1 permaneceu notavelmente estável durante a cART. Após um ano de cART, 

houve uma pequena redução na π proviral (PreART = 0,20 vs M12ART = 0,10; P = 0,156), 
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mas uma diminuição significativa na HSN (PreART = 0,41 vs M12ART = 0,25; P = 0,019). Não 

encontramos correlação entre π ou HSN no PreART e a taxa de decaimento do DNA do HIV, 

contagem de linfócitos T CD4 +, ou relação CD4 / CD8 no M12ART. Um ano de início da 

cART levou a uma redução significativa no tamanho e complexidade do DNA total do HIV-1 

no reservatório de PBMC e alcançou a restauração imunológica 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 (π) 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 π (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 π or HSN at PreART and the rate of HIV DNA decay, T CD4+ counts, or 

CD4/CD8 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 Buzón 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 cART 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 cART 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 II–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 cART 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 (1×107 cells) obtained 

at PreART and M12ART using the QIAamp 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 QIAamp 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 Taq 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 Illustra 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 SeqMan 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 QIAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany). The cDNA was obtained by reverse-

transcribed PCR using the SuperScript™ III 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; Illumina, 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 500× 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 ≥1% were used for further analysis. 
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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 (π), 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 PRJNA487221. 

 

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 visit. 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 (IVA09, IVA36, and IVA40), with frequencies of 6–12%.  

To address the influence of early cART on reservoir complexity, we measured the 

average pairwise nucleotide differences of the viral population (π) 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 π values 

(<1.5%) despite the Fiebig stage at cART initiation. We observed a minor decline in median 

proviral π 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 π 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 π values from HIV DNA between 

visits. The overall median HSN estimated for the HIV-1 proviral population decreased 

significantly between PreART 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 π values at PreART, the values varied among participants 

(range: 0.1 to 1.5%). A comparison revealed no significant correlation between π or HSN at 

PreART with immunological and virological parameters, such as rate of HIV DNA decay, T 

CD4+ cell change, or the CD4/CD8 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-Fènoel 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/CD8 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 cART 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; Sáez-Cirión 

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 PBMCs), for 

whom long-term viral control was maintained after treatment interruption (Sáez-Cirión 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 cART 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 

cART, 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 IVA05 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 cART 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. 

 

Patient 

ID 

Fiebig 

stage 
Subtype Visit1 

PMBC Plasma 

Log10 

HIV 

DNA2 

env 

clones 

π  

(%) 
HSN 

Unique 

sequences 

(%) 

R5 

tropic 

(%) 

Log10 

HIV RNA3 

env 

haplotype

s 

π 

(%) 
HSN 

R5 

tropic 

(%) 

IVA05 II C 
PreART <1.6 14 1.6 0.6 46.6 100 6.9 7 2.7 0.2 100 

M12ART <1.6 1 - 0.0 100 100 <1.6 - - - - 

IVA09 V F1 
PreART 2.8 17 0.5 0.4 26.6 100 4.1 2 1.0 0.0 100 

M12ART 1.7 15 0 0.0 6.7 100 <1.6 - - - - 

IVA17 V B 
PreART 4.0 15 0.1 0.3 26.6 100 6.5 2 0.3 0.1 100 

M12ART 2.5 15 0.5 0.2 26.6 100 <1.6 - - - - 

IVA21 V B 
PreART 2.9 16 0.6 0.2 25 93.7 4.7 2 0.3 0.1 100 

M12ART 1.9 14 0 0.1 14.3 100 <1.6 - - - - 

IVA32 V B 
PreART 3.4 15 0.1 0.3 20 100 6.6 1 - 0.0 100 

M12ART 2.4 18 0.1 0.3 22.2 100 <1.6 - - - - 

IVA36 IV B 
PreART 2.9 15 0.1 0.4 21.4 100 4.8 1 - 0.0 100 

M12ART 1.9 11 0.1 0.3 27.3 100 <1.6 - - - - 

IVA37 V B 
PreART 3.1 17 0.2 0.6 41.2 100 50 1 - 0.0 100 

M12ART 2.7 16 0.1 0.2 25 100 <1.6 - - - - 

IVA38 IV C 
PreART 3.5 18 0.6 0.7 50 100 6.1 8 0.5 0.4 100 

M12ART 2.4 16 0.2 0.4 37.5 100 <1.6 - - - - 

IVA40 IV B 
PreART 3.8 17 0.2 0.6 37.5 94.1 7 2 0.3 0.1 100 

M12ART 2.3 10 0 0.1 20 100 <1.6 - - - - 

IVA41 V F1 
PreART 2.3 15 0.1 0.2 26.6 100 4.7 2 0.3 0.1 100 

M12ART <1.6 13 0.1 0.3 30.8 100 2.7 - - - - 
1PreART: before cART start, M12ART: 12 months on suppressive cART; 2expressed as HIV-1 DNA copies/106 PBMC; 3 expressed as HIV-1 RNA copies/mL 
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FIGURES 

 

Fig 1: 

 

 

 

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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Fig 2: 

 

 

 

Figure 2 - Clinical follow-up of the ten early-treated individuals. T cell counts 

(cells/µL; 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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Fig 3: 
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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; M12ART, 

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 (π) 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. 
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Fig 4: 

 

Figure 4 - Correlations between proviral HIV-1 diversity indices and 

immunological and virological measurements. Mean nucleotide diversity (π) 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 

<0.05 were considered statistically significant. 
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4.2 Documento 2 – “Genotypic analysis of HIV-1 V3 env from chronic infected 

individuals on maraviroc-containing therapy” 

Autores: Thaysse Ferreira Leite, Sandra Wagner Cardoso, Walter A. Eyer-Silva, 

José Henrique Pilotto, Diogo Gama Caetano, Isabel Tavares, Monick Lindenmeyer 

Guimarães 

 

Periódico: Trabalho submetido à Aids Research and Therapy em Maio de 2019. 

 

Resumo: 

O Maraviroque (MVQ), um inibidor de entrada, é uma opção terapêutica de resgate 

no Brasil e é efetivo para vírus R5. A evolução genética do vírus da imunodeficiência 

humana tipo 1 (HIV-1) sob pressão da terapia contendo MVQ pode levar à seleção 

de variantes minoritárias X4 preexistentes ou à variantes R5 resistentes, resultando 

em falha ao tratamento. Assim, a análise das quasispécies virais pode serpode ser 

relevante para a avaliação da elegibilidade à terapia com MVQ e monitoramento da 

evolução do vírus. No presente estudo avaliamos as frequências das variantes R5 e 

X4 do HIV-1 e as possíveis mutações de resistência ao MVQ em pacientes com 

infecção crônica em multi-experimentados, submetidos à cART contendo MVQ. Oito 

dos 20 indivíduos recrutados apresentaram vírus R5 pelo sequenciamento 

convencional da região V3 e foram incluídos no estudo. O sequenciamento de nova 

geração (NGS) foi realizado para avaliar as quasispécies virais antes (PREMVC) e 1 

ano após a cART contendo MVQ (POSTMVC). Para a subtipagem das amostras e 

avaliação da evolução viral, uma árvore filogenética de máxima verossimilhança foi 

inferida. O tropismo genotípico do HIV-1 foi realizado pelo programa geno2pheno 

com uma taxa de falso positivo de 10% para as seqüências obtidas por 

sequenciamento convencional, e 5% para as obtidas por NGS. Durante o período 

estudado, verificamos recuperação imunológica (média de aumento de ~200 células 

T CD4+) e o controle virológico dos indivíduos estudados, apesar da presença de 

uma pequena frequência de variantes X4 em PREMVC (5,4 a 34,4%) em 3/8 

indivíduos. Em dois desses, as variantes X4 dominaram na visita POSTMVC, apesar 
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da supressão do RNA viral ao longo do estudo. De maneira geral, a terapia contendo 

MVQ foi efetiva para a maioria dos  indivíduos estudados e nossos achados 

demonstraram que o uso de NGS antes e durante a terapia contendo MVQ é 

importante no monitoramento de quasispécies X4-trópicas. 
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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 (PREMVC) and after 1 year of 

initiation of an MVC-containing antiretroviral therapy (POSTMVC). 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/mm3 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 POSTMVC 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 (CXCR4); 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 

CCR5 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. 
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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+21I, 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 Universitário Gaffrée e 

Guinle (UNIRIO), and Hospital Geral de Nova Iguaçu (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 

(PREMVC) and 9–15 months after MVC initiation (POSTMVC).   

 

 

CD4+ T cell counts and HIV-1 RNA quantification 

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 POSTMVC were extracted from buffy coat 

samples using a QIAamp 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 SeqMan 7.0 software 

(DNASTAR Inc., Madison, WI, USA). 

 

Reconstruction of HIV-1 env DNA haplotypes from NGS data 

The resulting amplicons of the C2-V3 env described above, obtained at 

PREMVC and POSTMVC visits, were used for library preparation using a Nextera XT 

DNA Library Prep Kit with unique barcodes from a Nextera XT Index Kit (Illumina, 

USA), following the manufacturer’s protocols. DNA sequencing was performed on a 

MiSeq instrument using MiSeq Reagent Nano Kit, v2 with 500 cycles (Illumina). 

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 gp120 sequence from HXB2 (GenBank accession: K03455) with 

Geneious, using medium sensitivity and five iterations with the Geneious mapping 

algorithm. Alignment regions with at least 1000× 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. Maximum-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+21I, 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 PREMVC, 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 (MVC04), 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 PREMVC, the median CD4+ T cell count was 404 cells/mm3 (IQR: 23–1031), 

and at POSTMVC, 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 (PREMVC: 953 to POSTMVC: 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 PREMVC visit in 

three individuals (MVC04, MVC18, and MVC15; Table 1). MVC04 exhibited an X4-

tropic small frequency of 5.4% (FPR 1.3%) at PREMVC, which became 100% for X4 

sequences at POSTMVC (Table 1). In addition,  we verified the presence of two R5-

tropic variants at PREMVC, 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 

POSTMVC (Table 1). The ML tree showed that the dominant X4 detected at POSTMVC 

seemed to have originated from those detected at baseline. The minority R5 variant 

detected (FPR 16.4%) at POSTMVC appeared to be an R5 to X4 intermediary 

sequence, as depicted according to their branching together with the X4 variants at 

PREMVC (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 POSTMVC. Despite observing several 

FPR cutoff levels in MVC15, ranging from 2.7% to 29.1% at PREMVC, just one 

quasispecie with 18.3 scores was selected to make up the POSTMVC viral population 

(Table 1; Figure 2).  

Five individuals (MVC05, MVC06, MVC08, 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: 

MVC04 (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 

PREMVC and POSTMVC sequences were compared in some individuals that presented 

only R5-tropic variants during the follow-up period, including MVC05 (5S, 15A, 26V), 

MVC06 (13N), and MVC08 (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 

POSTMVC, as previously reported (19,20). All individuals presented HIV-1 viral load 

suppression at POSTMVC, independent of their virologic status at PREMVC, 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 PREMVC, 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 

POSTMVC, although an undetectable viral load was maintained. MVC04 reported 

treatment adherence problems and had instances of viral load detected during follow-

up; the minority X4 variant detected at PREMVC became the predominant variant at  

POSTMVC.  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 MVC04, probably because of the patient´s poor adherence to 

the treatment. In both individuals a suppressed HIV-1 RNA was observed at 

POSTMVC, 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 PREMVC, 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 cART 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 PREMVC 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        

ID 

Time of 

infection 

(years) 

Following 

time 

(months) 

HIV-1 

env 

Subtype 

PREMVC POSTMVC 

env 

haplotypes 

Tropism                    

(FPR 5%) 

Viral 

load 

  

CD4+ 

T cells 

cART 
env 

haplotypes 

Tropism                 

(FPR 

5%) 

Viral 

load 

  CD4+ 

T cells 
cART 

MVC05 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 DRV/r + RAL + MVC 

MVC08 7 15 B 1 100% R5 10.587 366 TDF+3TC+LPV/r 4 100% R5 <40 880 ETR+RAL+MVC 

MVC19 18 9 F1 1 100% R5 42.308 442 TDF+3TC+EFV+LPV 3 100% R5 <40 641 ETR+RAL+MVC 

MVC04 16 13 B 22 
94.6% R5 /  

5.4% X4 
<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 

MVC15 26 12 B 15 
92,6% R5 / 

7,4% X4 
<40 953 RTV+3TC+DRV+RAL 7 100% R5 <40 693 RTV+DRV+RAL+MVC 

MVC18 24 11 B 2 
65,6% R5 / 

34,4%X4 
<40 325 RTV+DRV+TL 7 

1% R5 / 

99% X4 
<40 356 RTV+DRV+RAL+MVC 

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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FIGURES 

 

Figure 1. Clinical follow-up of the eight patients with chronic HIV-1 infection 

administered maraviroc-containing therapy. CD4+ T-cell counts (blue circles) and 

plasma RNA viral loads (green triangles) before and during maraviroc-containing 

therapy (months) are shown on the left and right Y axes, respectively. The individual 

identification numbers are indicated at the top of each graph. The dashed black line 

indicates the viral load detection limit (<1.6 log RNA copies/mL). 
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Figure 2. HIV-1 env-quasispecies at PREMVC and POSTMVC visits. ML 

phylogenetic tree of env sequences from PREMVC and POSTMVC 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 
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sequences (pink PREMVC sequences and  purple POSTMVC sequences). The FPR 

value of each sequence is shown next to each one. 

 

 

 

 

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 PREMVC is in green and polymorphisms at POSTMVC in blue.    
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5 DISCUSSÃO 

O HIV-1 é considerado um dos patógenos mais importantes mundialmente,  

sendo responsável por uma das pandemias de maior impacto na saúde pública das 

últimas décadas. Embora importantes progressos tenham sido realizados na 

prevenção de novas infecções pelo HIV-1 e na diminuição de mortes relacionadas à 

aids, o registro de novos casos vem aumentando nos últimos anos (14). Atualmente, 

a terapia antirretroviral é uma importante estratégia para o controle da pandemia. O 

início precoce da cART, a melhoria na adesão, assim como no controle da evolução 

da infecção durante a terapia são consideradas estratégias importantes para que as 

metas 90-90-90 estabelecidas pela UNAIDS (16) sejam alcançadas. Dessa forma, o 

cenário epidemiológico ideal é aquele em que todas as pessoas infectadas pelo HIV 

conheçam do seu status sorológico e que iniciem prontamente o tratamento, de 

modo a suprimir a replicação viral e retardar a progressão da doença, com a 

melhora imunológica, e ainda, diminuir a transmissão do vírus. Além desses 

objetivos, a terapia também leva ao controle da diversidade viral nos reservatórios. 

Quando iniciada na fase aguda da infecção esta limitará o tamanho e diversidade 

dos reservatórios, enquanto que, quando iniciada durante a fase crônica, pode levar 

à seleção de alguma(s) população (es) virais já estabelecidas e diversificadas neste 

momento. O início da terapia logo após a detecção da infecção pelo HIV-1 é uma 

medida preconizada desde 2013 pelo MS no Brasil  (Ministério de Saúde, 2013), de 

acordo com a recomendação da UNAIDS  (UNAIDS, 2011). Entretanto, dados do 

MS apontaram que 16% dos indivíduos infectados desconheciam seu status 

sorológico em 2017 (Boletim epidemiológico, 2018) e 29% das pessoas infectadas e 

diagnosticadas tiveram conhecimento da infecção em um momento bem avançado 

da mesma (Boletim epidemiológico, 2018). É importante ressaltar que indivíduos 

com infecção aguda contribuem de forma expressiva na transmissão do HIV-1, visto 

que a carga viral encontrada nessa fase é em geral alta (249,250). Neste contexto, é 

importante conhecer as dinâmicas de influência do tratamento antirretroviral na 

diversidade genética do HIV-1 e no controle da formação e manutenção dos 

reservatórios virais em diferentes estágios da infecção. 

Durante a fase inicial da infecção a resposta imunológica frente ao HIV-1 

ainda está sendo desenvolvida, assim, a terapia introduzida nesta fase possibilita 
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que indivíduos infectados apresentem menores níveis de ativação celular, melhor 

reconstituição imune, interrupção da tempestade de citocinas, e redução do tamanho 

dos reservatórios virais. Por consequência, uma menor quantidade de quasispécies 

virais deve ser verificada, e assim, estes indivíduos apresentariam perfil semelhante 

àquele observado em pacientes capazes de controlar naturalmente a progressão 

e/ou viremia (LTNPs e controladores de elite) (174,251). Estes indivíduos têm sido 

propostos como um dos modelos para a obtenção da cura funcional da infecção pelo 

HIV-1 e os estudos dos mecanismos associados ao controle da infecção após a 

intervenção da cART nesses grupos são importantes para a identificação de 

marcadores para o momento ideal de interrupção do tratamento.  

Diante da relevância da introdução da terapia na fase aguda da infecção pelo 

HIV-1 e da ausência de estudos sobre esta temática no Brasil, em colaboração com 

o grupo de pesquisa do laboratório de Pesquisa Clínica do INI/FIOCRUZ, avaliamos 

uma coorte de dez indivíduos recém infectados (Fiebig II-V) submetidos 

precocemente à cART. Neste estudo, apresentado no Documento 1, tivemos como 

objetivos obter um maior entendimento sobre o impacto do início da terapia precoce 

nas cargas viral e proviral, e ainda avaliar a complexidade de quasispécies no 

plasma e em PBMCs.  

Uma significante restauração imunológica foi verificada em todos os 

indivíduos quando comparados os momentos pré e um ano após cART. Em um ano 

de terapia foi observado um aumento significativo na contagem de linfócitos TCD4+, 

corroborando dados de estudos que verificaran uma restauração do número de 

linfócitos TCD4+ > 500 células/mm3 (252,253). Já foi demonstrado que indivíduos 

infectados pelo HIV-1 que iniciaram a terapia na fase aguda apresentaram uma 

reconstituição imune mais precoce do que a cART em pacientes crônicos (173). Um 

aumento da razão CD4/CD8 (~1) foi observado assim como relatado por Hoenigl e 

colaboradores (252). A dinâmica da relação CD4/CD8 durante a infecção precoce 

permanece pouco estudada, contudo, já foi demonstrado que o início precoce da 

terapia parece melhorar esta relação (252,253). O aumento desta razão foi 

previamente relacionado a níveis reduzidos de DNA do HIV-1 em PBMCs (Chun et 

al., 2002), principalmente se a cART foi estabelecida durante a infecção aguda 

(254). 

Em consonância com a recuperação imunológica, observamos uma redução 

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 virológico rápido e eficiente observado 

nessa coorte está de acordo com relatado em outros trabalhos (174,252,255). 

Apesar da diminuição do DNA total do HIV-1 em PBMCs (mediana de 2,18 log 

cópias/106 PBMCs) em nosso estudo, esses níveis foram superiores quando 

comparado aos detectados em controladores pós-tratamento (PTCs) (mediana de 

1,71 log cópias/106 PBMCs) da coorte VISCONTI em um período de 

acompanhamento de 36,5 meses (174), porém, o tempo médio para alcançar a 

supressão viral plasmática foi semelhante. Alguns estudos, incluindo os PTCs das 

coortes VISCONTI, CASCADE e SPARTAC, demonstraram que o controle da 

replicação viral se manteve durante anos (2 a 12 anos) em indivíduos que 

receberam cART durante a fase aguda da infecção e interromperam a terapia (após 

12 semanas a 3 anos), sugerindo que o reservatório talvez não seja completamente 

reestabelecido logo após a interrupção da terapia (173,174).  

Para melhor entendermos o impacto da cART precoce na evolução genética 

do HIV-1 nas PBMCs e no plasma, avaliamos a diversidade viral nos momentos pré 

e pós-tratamento. Na maioria dos indivíduos, detectamos o agrupamento de 

sequências virais provenientes de ambos os reservatórios, assim como uma 

baixa/ausência de evolução ao longo dos 12 meses de cART demonstrando a 

manutenção do tamanho do reservatório durante a supressão viral. Os valores 

detectados de diversidade do DNA do HIV-1 em PBMCs foram baixos (<1,5%) no 

momento pré-tratamento, e após 12 meses de cART, observamos uma diminuição, 

além de um declínio significativo na complexidade da população proviral para a 

maioria, exceto o IVA 17, que apresentou um aumento da diversidade viral. 

Considerando a região genômica estudada, não detectamos evolução viral, o que é 

consistente com a ausência de replicação viral ativa. Dessa forma, a manutenção do 

reservatório provavelmente ocorreu por expansão clonal da proliferação de células T 

homeostáticas, assim como relatado em estudo prévios (153,256–259). No entanto, 

a ausência ou a baixa variabilidade no reservatório de PBMC não exclui a 

possibilidade de que uma replicação residual possa estar ocorrendo em santuários 

replicativos, especialmente no tecido linfóide (Lorenzo-Redondo et al., 2016). A 

estabilidade destas células latentes infectadas abastecidas por uma replicação viral 

de baixo nível é o principal mecanismo pelo qual a infecção persiste. A redução na 

complexidade proviral intra-hospedeiro após a terapia pode ser explicada pela 

depuração de células infectadas pelo HIV, provavelmente células T de vida longa 
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(Palmer et al., 2008), e coincidiu com uma redução nos níveis de DNA do HIV. 

Recentemente, Wang e colaboradores (260) encontraram uma associação positiva 

entra a diversidade genética do HIV durante a fase inicial da infecção e um declínio 

mais rápido do DNA do HIV após a cART. Em contrapartida, não encontramos 

nenhuma correlação significativa entre a recuperação imunológica, ou o controle 

virológico alcançado após um ano de terapia supressiva com cART, e a diversidade 

do HIV-1 antes do início da cART. 

Os diferentes subtipos de HIV-1 encontrados nesta casuística (B, F1 e C) 

parecem não ter influenciado nos resultados sobre a importância da cART na 

evolução viral dos indivíduos. No entanto, vale ressaltar que os indivíduos IVA05 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 

está de acordo com um estudo anterior que descreveu uma maior diversidade 

mediana para o subtipo C em relação ao subtipo B (261). No entanto, não podemos 

comprovar neste trabalho se esta maior diversidade observada em indivíduos 

infectados com o subtipo C do HIV-1 é baseada em propriedades virais específicas 

deste subtipo ou não. Conforme o esperado de uma análise de indivíduos no início 

da infecção, a maioria apresentou variantes de HIV-1 trópicas para o correceptor 

CCR5 nos momentos pré e pós-terapia. As exceções foram dois indivíduos 

infectados pelo HIV-1 subtipo B que exibiram uma baixa frequência (6%) de clones 

X4 no momento pré-terapia, o que corrobora com a literatura que descreve uma 

frequência máxima de 20% dessas variantes no início da infecção (236,262,263).  

De acordo com os resultados obtidos no Documento 1, doze meses de cART 

iniciada durante a fase aguda da infecção pelo HIV-1 permitiu um controle eficiente 

da viremia e sugeriu uma redução do tamanho do reservatório analisado. No 

entanto, a ausência de marcadores definidores dos indivíduos que manterão o 

controle efetivo da replicação viral mesmo após a interrupção da cART, dificulta na 

decisão de descontinuar a terapia, visto que em muitos casos é verificada remissão 

viral. Estudos com coortes maiores, avaliando compartimentos distintos e durante 

um período mais longo de acompanhamento são necessários. Além disso, a 

caracterização dos provírus integrados que compõe este reservatório seria 

importante, visto que o reservatório estudado neste trabalho pode ser composto por 

provírus 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 influência da cART contendo o MVQ no contexto das variantes R5 e 

X4 obtidas por NGS, em indivíduos infectados pelo HIV-1, multi-experimentados, em 

fase crônica da infecção. Os indivíduos incluídos necessitavam alterar seu regime 

terapêutico devido à falha virológica decorrente de falha terapêutica, ou a eventos 

adversos (como intolerância e ou não-adesão ao tratamento) ou com objetivo de 

obter uma recuperação imunológica. 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 vírus na célula, aumentando o número de 

opções de tratamento para estes casos. As propriedades farmacocinéticas 

favoráveis e o bom perfil de segurança do MVQ apoiam ainda mais a sua 

consideração como parte das estratégias de troca, ou simplificação da terapia 

antirretroviral em indivíduos tratados, melhorando a durabilidade, tolerabilidade e 

eficácia a longo prazo da cART (224,264,265). Além disso, recentemente o MVQ foi 

sugerido como um potencial fármaco capaz de induzir a transcrição do HIV-1 em 

linfócitos TCD4 em repouso interferindo na persistência 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 há poucos anos compõe a 

terapia de resgaste em multifalhados, e estudos relacionados ao mesmo ainda são 

escassos no país. O regime terapêutico utilizado pelos indivíduos anteriormente à 

inclusão do MVQ na terapia continha inibidores de transcriptase reversa 

nucleosídeos e não nucleosídeos e/ou inibidores de protease e/ou da integrase. 

Para este eixo do estudo, 20 indivíduos infectados pelo HIV-1 em fase crônica 

e multi-experimentados foram indicados a iniciar a terapia contendo MVQ. Destes, 

oito (40%) foram elegíveis à terapia, visto que na análise genotípica por 

sequenciamento convencional possuíam a variante R5, e então foram incluídos no 

estudo. Dentre os indivíduos estudados, metade teve indicação para uso do MVQ 

devido à falha virológica (com altos valores de carga viral); e a outra metade, apesar 

de apresentar neste momento a carga viral suprimida, tinha histórico de baixa 

aderência terapêutica ou ainda por indicação dos médicos visando o alcance de 

melhor resposta imunológica.  

Já foi descrito que o uso do MVQ em monoterapia ou em uso combinado com 

outras drogas antirretrovirais leva ao sucesso terapêutico e ao aumento da 

contagem de linfócitos TCD4+ (267–269). Assim, o mesmo tem sido recomendado 
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também para indivíduos que exibem baixa recuperação imunológica (270). De modo 

geral, na maioria dos indivíduos analisados neste estudo foi observado um aumento 

na contagem de células T CD4+ no momento pós-MVQ, corroborando dados de 

estudos anteriores com períodos similares de acompanhamento (271,272). 

Atualmente na prática clínica, a determinação do tropismo genotípico ainda se 

baseia no sequenciamento convencional por sanger, permitindo a detecção de 

variantes virais majoritárias. Entretanto, o NGS permite também a identificação de 

populações minoritárias, possibilitando a obtenção de uma frequência mais acurada 

das quasispécies R5 e X4 presentes nos indivíduos. Deste modo, neste estudo, três 

indivíduos que apresentaram vírus R5 por sequenciamento convencional no 

momento prévio ao MVQ, por NGS exibiram variantes X4 em frequências distintas. 

Portanto, se a genotipagem prévia por NGS fosse preconizada na rotina clínica, 

estes não seriam elegíveis para uso do MVQ. Em dois destes indivíduos 

observamos que a população X4 passou a dominar o reservatório completamente no 

segundo ponto estudado, sendo este um dos mecanismos de falha ao MVQ já 

descritos (218,241,242). Desse modo, foi indicada a interrupção do uso do MVQ 

nestes indivíduos. Para o caso de um único indivíduo (MVC15), o uso do MVQ por 

12 meses não selecionou as variantes X4 detectadas previamente, concordando 

com dados do estudo de Raymond e colaboradores que também detectou uma não 

seleção de variantes X4 após 6 meses de uso de MVQ (246). Assim como reportado 

por estudos anteriores, o uso do MVQ pode alcançar uma boa recuperação 

imunológica apesar da presença de uma pequena proporção de vírus X4 ou vírus 

duo-trópicos durante a terapia com este fármaco (270,273). Já em casos onde não é 

detectada presença de variantes X4 previamente ao tratamento, a troca do uso do 

correceptor de CCR5 para CXCR4 pelo HIV-1, principalmente em indivíduos 

infectados sob cART com viremia indetectável, é um evento raro (242). 

Mesmo nos indivíduos onde verificamos a mudança completa da população 

viral para X4 após o uso do MVQ, o que inviabiliza a continuidade do uso deste 

fármaco, ocorreu a manutenção da supressão de suas cargas virais, bem como uma 

contagem de linfócitos TCD4 + alta durante o período acompanhamento, isso porque 

provavelmente os demais fármacos estavam sendo efetivos. No caso do indivíduo 

MVC04, foram detectadas cargas virais positivas em três medidas consecutivas, 

provavelmente relacionadas a baixa adesão ao tratamento.  
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A resistência ao MVQ pode ser relacionada tanto à presença de variantes X4, 

quanto a emergência de mutações nas variantes R5 (182,220,242). Como ainda não 

há um consenso sobre essas mutações, e poucos estudos descrevem as mesmas, 

investigamos em nossa coorte a presença de mutações já descritas in vitro e in vivo 

afim de gerar novos dados sobre resistência ao MVQ. Fomos capazes de identificar 

essas mutações em dois indivíduos no momento pré-MVQ, sugerindo que esse 

resultado pode estar associado à alta diversidade do envelope, pois mutações de 

resistência transmitidas relacionadas a este fármaco devem ser raras no Brasil, visto 

que seu uso é recente e pouco frequente. No entanto, observamos substituições de 

aminoácidos em todos os pacientes que apresentaram variantes R5 durante o 

acompanhamento, conforme descrito em vários estudos (229,242,274). 

Considerando que esses polimorfismos estavam ausentes antes do início do MVQ, 

provavelmente corresponderam à evolução viral, decorrente da replicação residual 

(275). Dentre estes, o identificado na posição 13 da alça V3 estava presente na 

maioria dos indivíduos, sugerindo ser resultante de uma pressão seletiva decorrente 

do MVQ, conforme previamente descrito por Recordon-Pinson e colaboradores. 

(276). 

Os indivíduos estudados no documento 2 desta tese exibiram uma mediana 

de 19 anos de infecção pelo HIV-1, e uma mediana de diversidade na região C2-V3 

de aproximadamente 3%, nos dois momentos estudados (dado não mostrado). 

Nestes indivíduos esperava-se até uma diversidade proviral maior no primeiro 

momento, visto que metade destes estava em falha virológica. Esta variabilidade 

seria decorrente da presença de reservatórios maiores e bem estabelecidos (277). 

No entanto, esta heterogeneidade menor provavelmente é decorrente do longo 

tempo de uso de terapia destes indivíduos, e do seu controle da replicação viral por 

longos períodos 

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 presença de variantes X4 

previamente à terapia pode levar a seleção de resistência que culminaria na falha 

virológica ao MVQ. Além disso, detectamos um aumento nos polimorfismos 

possivelmente relacionados ao uso do MVQ nas cepas R5, apesar da baixa 

replicação viral residual. Estas descobertas apoiam a determinação do tropismo das 

quasispécies virais pelo NSG antes e durante a terapia contendo MVQ. Entretanto, 
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esta é uma metodologia cara, além de exigir uma alta qualificação para análise dos 

dados gerados. Ressaltamos que novos estudos com maior amostragem e tempo de 

acompanhamento com o objetivo de rastrear a dinâmica das variantes R5/X4 e 

melhor caracterizar as mutações de resistência sob pressão da terapia contendo 

MVQ, serão necessários para confirmar nossos achados. 

A principal limitação encontrada nos dois documentos apresentados nesta 

tese foi o pequeno número de pacientes avaliados e o pouco tempo de 

acompanhamento das coortes. Com relação ao Documento 1, apesar da 

intensificação da oferta de testes rápidos dentro e fora dos serviços de saúde, e da 

busca abrangendo populações-chave em risco para detecção do HIV-1, a 

identificação dos indivíduos nas fases precoces da infecção primária ainda é rara. 

Visto que nessa fase da infecção os indivíduos de modo geral apresentam apenas 

sintomas inespecíficos e similares aos verificados em diversas viroses, levando por 

muitas vezes estes a não procurarem os serviços de saúde. Por outro lado, quando 

há a busca por estes serviços, nem sempre a suspeita de infecção 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 indivíduos com infecção 

aguda e ainda discutir a evolução viral e o tamanho do reservatório na mesma. Com 

relação ao Documento 2, quando fizemos o desenho deste trabalho, esperávamos 

obter um número maior de amostras de indivíduos multiexperimentados com 

indicação ao MVQ, porém, a partir do ano de 2016, o Dolutegravir (inibidor de 

integrase) foi incorporado ao esquema terapêutico recomendado pelo MS e tornou-

se preconizado como escolha para os pacientes em falha, retardando o início da 

terapia com MVQ.  

De modo geral, o estudo das duas casuísticas desta tese ampliou o 

conhecimento sobre a dinâmica das quasispecias virais sob a pressão seletiva da 

cART iniciada precocemente, e do uso da terapia contendo MVQ. 
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6 CONCLUSÕES 

 Um ano após o início precoce de terapia antirretroviral em indivíduos com 

infecção aguda pelo HIV-1 foi associado a restauração imunológica e supressão 

viral, independente da carga viral inicial, da contagem de células T CD4 +, do 

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

 O início precoce de terapia antirretroviral em indivíduos com infecção aguda pelo 

HIV-1 resultou em redução do tamanho e complexidade do DNA total de HIV-1 no 

reservatório de PBMC.  

 A cART contendo MVQ em infectados pelo HIV-1 crônicos e multi-experimentados 

foi capaz de suprimir ou manter a supressão das cargas virais e alcançar  

recuperação imunológica nestes indivíduos. Sendo efetivo para a maioria dos 

indivíduos estudados. 

 Em dois dos três indivíduos submetidos à terapia com MVQ que apresentaram 

variantes X4 em PREMVC, as mesmas dominaram a visita POSTMVC, apesar da 

supressão da CV ao longo do estudo, o que poderia levar à falha ao MVQ.  

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

polimorfismos nas variantes R5, apesar da replicação viral residual. 

 Em conjunto, os achados supracitados demonstram a importância do estudo da 

dinâmica das quasispécies virais, através do NGS, sob a pressão seletiva da 

cART iniciada durante a fase aguda da infecção e do uso do MVQ compondo a 

terapia de resgate em um momento mais avançado da infecção.   
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8 ANEXOS 

 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Projeto de Pesquisa: Estudo da dinâmica evolutiva das quasispécies virais R5 e X4 no 

contexto da infecção pelo HIV-1 e da pressão seletiva decorrente da terapia com 

Maraviroque.  
 

Nome do voluntário: ________________________________________________________ 

Como voluntário (a) você está sendo convidado(a) a participar de um estudo que  tem 

como finalidade estudar a evolução do vírus HIV contido no seu sangue durante o uso do 

medicamento Maraviroque. Para a execução do trabalho, até três amostras do vírus contido 

em seu sangue serão utilizadas para análise genética. Estas coletas ocorrerão nas seguintes 

fases: uma antes do início do tratamento com o Maraviroque e outras duas coletas (no 6º e 12º 

meses após início terapia, caso a carga viral esteja indetectável, no entanto se durante o seu 

acompanhamento de carga viral se tornar detectável, a coleta se dará logo após este 

resultado).  

 Se concordar em participar deste estudo, serão solicitadas informações a respeito de sua 

saúde. 

 O seu nome, endereço ou outra informação que possa identificá-lo (la) não serão 

divulgados, para manter a sua privacidade.  

 Caso não concorde em participar do estudo, não haverá nenhuma diferença em seu 

atendimento ou tratamento neste Hospital. 

 Nós coletaremos cerca de 20 ml de seu sangue (uma colher de sopa), da veia do seu braço. 

Durante a coleta, você poderá experimentar uma leve dor, um pequeno sangramento, e 

mesmo a formação de um pequeno hematoma no local da picada. 

 O Maraviroque já faz parte do conjunto de medicamentos distribuídos pelo Ministério da 

Saúde e os efeitos colaterais mais comuns são: Tosse, infecção de trato respiratório 

superior e febre são os efeitos adversos mais comuns, embora não se possa estabelecer 

com certeza relação de causa e efeito. Também forma verificados casos de 

hepatotoxicidade associados a quadro de reação alérgica, eventos cardiovasculares 

isquêmicos (principalmente em pacientes com fatores de risco ou diagnóstico prévio de 

cardiopatia isquêmica) e Hipotensão postural. Caso algum sintoma apareça contatar seu 

médico. 

 Em qualquer momento você poderá desistir de participar e inclusive pedir para destruir as 

suas amostras. 

Se você estiver de acordo em participar dessa pesquisa e deixar que parte da amostra 

do seu sangue fique armazenada em nosso laboratório, marque abaixo, caso não esteja de 

acordo com o armazenamento, também marque abaixo: 

(  ) Eu autorizo o armazenamento do meu sangue/ (  ) Eu não autorizo o 

armazenamento do meu sangue. 

 Qualquer pesquisa futura não-prevista no contexto do projeto com a sobra do 

seu sangue será submetida ao Comitê de Ética em pesquisa da Fiocruz para análise. Esse 

termo será assinado em duas vias de igual teor e uma via ficará com você. Você não receberá 

nenhum pagamento pela participação neste estudo, mas estará contribuindo com o 

conhecimento acerca do vírus, e caso tenhamos algum resultado que tenha impacto clínico na 

sua saúde, faremos todos os esforços para encaminhar ao seu médico e a você.  

 

Pesquisadores: Dr. José Henrique Pilotto médico do Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI). 

Dra. Monick Lindenmeyer Guimarães e Msc. Thaysse Cristina Neiva Ferreira Leite, 
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pesquisadora e estudante de Doutorado, respectivamente, do Laboratório de AIDS e 

Imunologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz IOC/FIOCRUZ.  

 

Estaremos à disposição para quaisquer informações adicionais: 

Médicos: Dr. José Henrique Pilotto - Hospital Geral de Nova Iguaçu (HGNI), Telefone: 

38658107; Dr. Walter Eyer-Silva - Hospital Universitário 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 Guimarães 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 científicas que me foram explicadas. 

 

 

 

Rio de Janeiro,   .....  de  ...................... de 20...... 

Assinatura do voluntário: ..................................................................................................................... 

Assinatura de testemunha:....................................................................................................................... 

(caso o voluntário tenha dificuldade de leitura) 

Assinatura do Pesquisador responsável:.................................................................................................. 

 

Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Oswaldo 

Cruz (CEP Fiocruz IOC), a saber: Avenida Brasil, 4.036 - Sala: 705 (Prédio da Expansão) - 

Manguinhos - RJ - CEP: 21.040-360 - Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 - E-mail: 

cepfiocruz@ioc.fiocruz.br 

 

 

 
Versão 2.0 datada de 22 de junho de 2015. 

Atendendo às recomendações do parecer do CEP INI número 1.100.718, datado de 10/06/2015 
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9 APÊNDICE 

Trabalhos científicos realizados em período concomitante a tese de Doutorado. 

 

(35,278–281) 
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