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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA
Fernanda Heloise Cortes

A pandemia do HIV-1 é a infeccdo emergente mais importante das Ultimas décadas. O
desenvolvimento de uma vacina € colocado como a melhor estratégia para o controle da
pandemia. No entanto, entre os candidatos vacinais que evoluiram para testes clinicos de
eficacia, apenas um mostrou resultados positivos, mas com uma modesta eficacia (31,2%).
Além da busca por uma vacina eficiente contra a infec¢éo pelo HIV-1, o desenvolvimento de
estratégias para se atingir a cura também é essencial. Considerando esses dois objetivos
principais, diversos fatores sdo colocados como obsticulos, sendo a enorme diversidade
genética do HIV-1 e a falta de correlatos de protecdo contra a doenca ou a infec¢éo, os
pontos centrais e nos quais focamos nossa atengao. No primeiro trabalho, foi avaliada a
resposta de células T frente a peptideos derivados de sequéncias consensos e sequéncias
de isolados virais mais proximos ao consenso (CVI) dos trés subtipos prevalentes no Brasil,
B, C e F1 e do grupo M. O estudo incluiu 32 individuos infectados com o HIV-1, subtipo B (n
= 13), subtipo C (n = 11) e subtipo F1 (n = 8). As respostas especificas frente a Gag e Nef
foram avalidas usando o ensaio de ELISpot IFN-y. Peptideos baseados nas sequéncias CVI
apresentaram capacidade de reducéo da distancia genética e de deteccdo da resposta de
células T similar ao observado para as sequéncias consenso. Em geral, o nivel de
reatividade cruzada entre os subtipos B e F1 foi maior do que entre os subtipos B e C ou
entre os subtipos C e F1. Esses resultados sugerem que o obstaculo imposto pela
diversidade genética no desenho de vacinas é dependente dos subtipos envolvidos. No
segundo trabalho foi avaliada a resposta de células T de individuos controladores da
replicacéo viral frente aos peptideos consenso, derivados do primeiro estudo. Além disso, foi
feita uma avaliacdo de fatores genéticos e imunoldgicos nesse grupo de controladores. O
estudo incluiu trés grupos de controladores: 1) Controladores de Elite (EC, n=7) com carga
viral (CV) <80 copias/mL em todos os pontos; 2) Controladores de Elite com Blips (EEC,
n=5) com CV>80 cépias/mL em apenas 30% dos pontos e 3) Controladores Virémicos (VC,
n=7) com CV <5.000 copias/mL e >80 copias/mL em mais de 30% dos pontos. Individuos
infectados pelo HIV-1 ndo tratados (NC) ou em tratamento antirretroviral (HAART) e
individuos ndo infectados pelo HIV-1 foram analisados como controles. A coorte de
controladores foi enriqguecida em alelos protetores HLA-B, B*27 e B*57, mas nao foi
observada diferencas significativas entre os trés grupos de controladores. O DNA viral
circular (2-LTR) foi detectado nos EEC (3/5) e nos VC (6/7), mas ndo nos EC. Uma
frequéncia maior de células T CD8* ativadas foi observada em EEC e VC quando
comparada a individuos nao infectados. Os EC demonstraram uma resposta de células T de
menor magnitude frente a Gag/Nef e uma proporcdo de anticorpos IgG anti-HIV
significativamente menor (P < 0,05) que os grupos de EEC, VC e NC. Esses resultados
demonstram que EEC e VC séo capazes de montar uma resposta imune especifica mais
forte frente a estimulos do HIV-1, mas paralelamente, apresentam maiores niveis de
ativagdo imune, translocac¢do microbiana e maior reservatério viral, guando comparados aos
EC. Esses resultados destacam a heterogeneidade dos individuos capazes de controlar a
replicagéo viral e reforcam a necessidade de uma classificacdo mais precisa de individuos
infectados pelo HIV-1 com diferentes niveis de controle.
Viil
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ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITOLOGY
Fernanda Heloise Cortes

The HIV-1 pandemic bas been the most relevant infections that has emerged in the last
decades. Vaccine development has been considered as the best strategy to control this
pandemic, however, the candidate vaccines that have evolved to the stage of efficacy clinical
trials, only one presented positive results and even that with very modest efficacy (31,2%).
As such, strategies to find a cure is essential though has been hindered by several obstacles
such as the enormous genetic diversity of HIV-1 and lack of correlates of protection against
disease or infection. These two obstacles were investigated in the present study by
evaluating the T cell response against peptides based on consensus and closest viral isolate
sequences (CVI) from the three prevalent subtypes in Brazil, B, C and F1 and from group M
consensus. The study included 32 subjects infected with HIV-1 subtype B (n = 13), C (n =
11), and F1 (n = 8). Gag and Nef-specific T cell responses were evaluated by IFN-y-ELISpot
assay. Peptides based on CVI sequences were similar to consensus in both reducing genetic
distance and detecting T cell responses. Overall, the level of cross-subtype response
between subtypes B and F1 was higher than between subtype C and B or C and F1. Our
results suggest that the barrier of genetic diversity in HIV-1 group M for vaccine design may
be dependent on the subtypes involved. The second study evaluated the T cell response
from controllers against peptides derivated from the first study. In addition, we performed an
evaluation of the genetics and immunologic patterns in this cohort of controllers. The study
included three controller groups: 1) Elite Controllers (EC, n = 7) with VL <80 copies/mL in all
determinations; 2) Ebbing Elite Controllers (EEC, n = 5) with transient viremia (blips); and 3)
Viremic Controllers (VC, n = 7) with plasma viremia <5,000 copies/mL. HIV-1 infected
subjects untreated non-controllers (NC), patients under suppressive HAART and HIV-1
negative healthy individuals were also analyzed as controls. This cohort was enriched by the
protective HLA-B alleles B*27 and B*57, but no significant differences were observed among
distinct groups of controllers. 2-LTR circles were detected in EEC (3/5) and VC (6/7), but not
in EC. A higher frequency of activated CD8* T cells was observed in EEC and VC than in
HIV negative subjects. EC displayed a weaker Gag/Nef IFN-y T cell response and a
significantly lower proportion (p < 0.05) of anti-HIV IgG antibodies than EEC, VC and NC
groups. These data showed that EEC and VC are able to mount a stronger HIV-specific
immune response, but experience increases in the level of immune activation, microbial
translocation and size of the HIV-1 DNA reservoir compared to EC. These results highlight
the heterogeneity of the HIV controllers and reinforce the needs for a precise classification of
patients with different levels of viral suppression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do HIV-1

Em 30 anos de pandemia o numero de pessoas infectadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) ja ultrapassou 60 milhfes e aproximadamente
metade desse numero foi a Obito de causas relacionadas a sindrome da
imunodeficiéncia humana (aids) (1). Apesar do progresso significativo alcan¢cado no
combate a HIV/aids, ndo se pode esquecer que, embora a taxa de novas infeccoes
tenha diminuido, a transmisséo continua alta em populacdes especificas e o0 nUmero
de pessoas infectadas ainda € extremamente elevado (2).

Segundo estimativas da UNAIDS (1), aproximadamente 35 milhdes de
pessoas estdo infectadas pelo HIV em 2012 (Figura 1) incluindo trés milhdes de
criancas (menores de 15 anos). A maioria dos casos esta localizada na Africa
Subsaariana, com aproximadamente 25 milh6es de casos, seguida pelo Sul e
Sudeste Asiatico com 3,9 milhdes de infec¢cdes. Na América Latina a estimativa é de
1,5 milhdo de pessoas infectadas (3).

No ano de 2012 estima-se que ocorreram 2,3 milhdes de novas infeccdes e
1,6 milhdo de mortes por causas relacionadas a aids. Embora esses numeros sejam
bastante elevados, essa é a menor taxa de novos casos registrada desde a segunda
metade da década de 1990, quando anualmente 3,5 milhfes de pessoas eram
infectadas. Foi observada uma queda de 33% de novas infeccdes comparada a
2001 e de 29% em mortes relacionadas a aids desde 2005. Em criancas, essa
reducdo da transmissado foi ainda maior, 52% em relacdo a 2001. Apesar dessa
reducdo global na taxa de transmisséo, a incidéncia entre homens que fazem sexo
com homem tem aumentado em diversos locais, incluindo a Asia, onde essa via de
transmissdo € a maior contribuinte para a epidemia de HIV em diferentes paises.
Globalmente, é estimada uma probabilidade de estar infectado 13 vezes maior para
esse grupo do que para a populacéo geral (2).

Além disso, o numero de pessoas infectadas com acesso a terapia subiu 40
vezes na Ultima década. No entanto, segundo as diretrizes de tratamento da

Organizacdao Mundial de Saude (OMS) de 2013, a cobertura do tratamento em



paises com baixa e média-renda representa apenas 34% (32-37%) das 28,6 milhdes

de pessoas elegiveis (2).

Western & Eastern Europe
Central Europe & Central Asia
1.3 million
North America [800 000 — 930 000] [1.0 million — 1.7 million]
1.3 million East Asia
[980 000 - 1.9 million] 830 000. |
Middle East & North Africa (650 000 — 1.2 million]
Caribbean 260 000
250 000 [200 000 — 380 000]

South & South-East Asia
3.9 million
[2.9 million — 5.2 million]

[220 000 — 280 000]

. . Sub-Saharan Africa
Latin America 25.0 million

1.5 million [23.5 million — 26.6 million] Oceania
[1.2 million — 1.9 million]

51 000
[43 000 — 59 000]

Figura 1 Estimativa do niumero de pessoas infectadas pelo HIV-1 em 2012.
Fonte: Epidemic Slides UNAIDS 2013. Disponivel em: http://www.unaids.org/en/dataanalysis/knowyourepidemic/
epidemiologypublications/

No Brasil estima-se que 718 mil pessoas estejam infectadas pelo HIV-1, o que
representa uma taxa de prevaléncia de 0,4%. Na populacdo jovem, essa taxa
apresenta tendéncia de aumento. Segundo pesquisas realizadas com recrutas do
exército brasileiro de 17 a 21 anos, a prevaléncia da infeccdo passou de 0,09% em
2002 para 0,12% em 2007, sendo que o aumento significativo ocorreu na populacéo
de HSH (homem que faz sexo com homem) jovens, cuja prevaléncia subiu de 0,56%
em 2002 para 1,2% em 2007 (3).

No ano de 2012, foram declarados em torno de 12 mil mortes relacionadas a
aids (coeficiente de mortalidade de 5,5 por 100.000 habitantes). O maior coeficiente
de mortalidade foi observado na regido Sul (7,7), seguida pela Norte e Sudeste (5,6),
Centro-Oeste (4,7) e Nordeste (4,0). Nos ultimos dez anos observou-se uma queda
na taxa de mortalidade em torno de 14% no Brasil. No entanto, discrepancias sao
observadas entre as regifes, tais como: elevacdo nas regides Norte (60,0%),
Nordeste (33,3%) e Centro-Oeste (4,4%) e reducéo nas regides Sudeste (31,7%) e
Sul (7,2%) (Figura 2) (3).
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Figura 2 Taxa de mortalidade (padronizada*) por aids segundo regido de residéncia e ano do 6bito. Brasil,
2003 a 2012.
Fonte: MS/SVS/DASIS/Sistema de Informagdo de Mortalidade (SIM). Nota: (*) Coeficiente padronizado pelo
método direto, utilizando como base a populacdo do censo do Brasil em 2000. Disponivel em:
http://www.aids.gov.br /publicacao/2013/boletim-epidemiologico-aids-e-dst-2013

Em relagdo ao tratamento, em 2012, 313 mil individuos estavam em terapia
antirretroviral (TARV). Esse nimero mais que dobrou nos ultimos 10 anos, em 2002,
125 mil individuos infectados estavam em TARV. Apesar do aumento, o numero de
pessoas com indicacdo para a TARV, que ndo estdo em tratamento, ainda é
elevado. Em 2012, 65% dos individuos com a contagem de células T CD4* inferior a
350 células/mm?® estavam em tratamento, ou seja, 70 mil de 108 mil, o que indica
uma falta de cobertura terapéutica de 38 mil individuos. Considerando o ponto de
corte do consenso lancado em setembro de 2012, de 500 células/mm?, esse nimero
aumentaria para 63 mil individuos (3). Atualmente o Ministério da Saude recomenda
o tratamento de todos os individuos infectados pelo HIV-1, independente da
contagem de células T CD4*, na perspectiva da reducdo da transmissibilidade do

HIV (4).

1.2 Epidemiologia molecular do HIV
O HIV é um retrovirus pertencente a familia Retroviridae, a qual é

caracterizada pela presenca da enzima transcriptase reversa, e ao género
3



Lentivirus. O virus é classificado em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-1 é subdivido
em quatro grupos, M, N, O e P, sendo o grupo M o principal responsavel pela
pandemia. Dentro do grupo M sao descritos nove subtipos, que sé&o designados
pelas letras A-D, F—H, J e K, além de formas recombinantes circulantes (CRF), até o
momento ja foram descritas 61 CRF (5), e formas recombinantes Unicas (URF).
Dados de 2004-2007 demonstraram uma alta prevaléncia do subtipo C, responséavel
por quase metade das infecgbes no mundo (48%), seguido pelos subtipos A (12%) e
B (11%), CRF02_AG (8%), CRF01_AE (5%), subtipo G (5%) e D (2%). Os subtipos
F, H, J e K foram encontrados em menos de 1% dos individuos infectados, enquanto

outros CRF e URF representavam, cada um, 4% das infecgdes globais (6).
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Figura 3 Distribuicéo global dos subtipos de HIV-1 e formas recombinantes.

Na figura maior, os gréaficos de pizza representam a distribuicdo dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1
no periodo de 2004-2007 em cada regido. A superficie relativa de cada grafico corresponde ao numero de
pessoas infectadas nessas regides. Em destaque, estdo a distribuicdo dos subtipos do HIV-1 nos paises da
Africa Central e a distribuicdo global dos subtipos, CRFs e URFs globalmente. Fonte: Hemelaar et al., 2012 (7).

Na Figura 3 esta representada a distribuicdo global dos subtipos e formas
recombinantes do HIV-1. E possivel observar que a dispersdo dos subtipos ocorreu

de maneira heterogénea no globo. A maior diversidade é encontrada na regido da
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Africa Central, onde todos os subtipos e alguns CRF possuem representacéo. Nos
seis paises componentes dessa regido, essa enorme diversidade esta presente, no
entanto, com variagdes dos subtipos prevalentes, como observado em destaque na
Figura 3. No Oeste Africano, também € possivel encontrar todos os subtipos, com
dominancia do CRF02_AG e subtipo G. No Leste Africano, a maioria das infeccdes é
devida ao subtipo A, seguida pelo subtipo C, D e URF. No extremo Sul Africano,
Etiépia e india, a epidemia é quase exclusivamente causada pelo subtipo C. O
subtipo B é dominante na América do Norte, Caribe, América Latina, Europa Central
e Ocidental e Australia. Na Europa Oriental e Asia Central, os subtipos A e B sio
dominantes (6).

No Brasil, o subtipo B é predominante, seguido pelos subtipos F1, C, além de
recombinantes BF1 e BC (8). A distribuicdo desses trés subtipos ndo ocorreu de
forma homogénea no pais, com a existéncia de uma concentracdo do subtipo C na
regido Sul (Figura 4). Na regido Sudeste, onde é observada a maior incidéncia dos
casos de aids, o subtipo B é prevalente (63-84%), seguido pelo subtipo F1 (9-17%),
recombinantes BF1 (5-11%), o subtipo C aparece em uma porcentagem baixa dos
casos (<3%) (9-14). Nessa regido ja foram descritos quatro CRF, CRF28 BF e
CRF29_BF em Séao Paulo (15), e CRF39_BF e CRF40_BF no Rio de Janeiro (16).
Na regido Sul, no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina, o subtipo C é
responsavel por mais de 50% das infec¢des, seguido pelo subtipo B (20-30%),
recombinantes BC (20-30%), incluindo o CRF31_BC (17) e formas relacionadas, e
subtipo F1 (2-9%) (18-21). Em contraste com os outros dois estados da regido Sul,
no Parana o subtipo B apresenta-se como o mais prevalente (50-60%), seguido pelo
subtipo C (20-30%), subtipo F1 (4-10%) e formas recombinantes BF1 ou BC (10%)
(22-24).

Na regido Nordeste, o subtipo B também € o mais frequente (77-91%),
seguido por recombinantes BF1 (3-21%) e pelo subtipo F1 (0,5-5%) (25-27). No
Centro-Oeste a frequéncia do subtipo B varia entre 70-90% dos casos,
recombinantes BF representam aproximadamente 10% e o subtipo F1 ou C
representam menos de 2% dos casos (28-30). Na regido Norte, o subtipo B é o
dominante (88%), seguido pelo subtipo F1 (8-9%) e recombinantes BF (3%) (31). E
importante destacar que a presenca do CRF02_AG ja foi descrita em diferentes
regides do Brasil, tais como Sudeste (12, 32), Nordeste (19) e Norte (31).



B,BF1,F1,C

Figura 4 Distribuicdo dos subtipos mais prevalentes de HIV-1, por regido, no Brasil.

1.3 Desenvolvimento de Vacinas anti HIV/Aids

Estudos demonstraram grande sucesso do uso da terapia antirretroviral
(TARV) na reducao das taxas de transmissdo do HIV-1 (33, 34). No entanto, apesar
da terapia ser capaz de induzir uma profunda supressao viral, a replicacdo viral
persiste e a intensificacdo do esquema terapéutico ndo resulta na eliminagédo
residual do virus. A inflamagéo e ativacdo de células T permanecem elevadas e a
contagem de células T CD4* frequentemente ndo atinge os niveis de normalidade
(35-38). Além disso, o surgimento de resisténcia aos antirretrovirais, os efeitos
colaterais cumulativos e os problemas de adesdo ao tratamento, aliados ao alto
custo da TARV, séo fatores limitantes, apontando para a necessidade de outras
estratégias no combate a pandemia. Uma das estratégias mais eficientes de
combate as doencas infecciosas é a vacinacdo, no entanto, ainda ndo existe uma
vacina capaz de prevenir a infeccdo pelo HIV-1, ou mesmo de impactar na
progresséo para a aids. Dentre as diversas dificuldades observadas, destacam-se a
grande diversidade do HIV-1 e a falta de correlatos de imunidade que permitam
orientar melhor o desenvolvimento de vacinas eficazes.



1.3.1 Testes clinicos de eficacia

Diferentes candidatas a vacinas contra o HIV-1 ja foram testadas em primatas
ndo humanos (NHP) e em humanos, em ensaios pré-clinicos e de fase I/Il,
respectivamente, mas apenas quatro destas evoluiram para testes clinicos de
eficacia (fases Ilb ou Ill), testando quatro estratégias vacinais (Tabela 1). Os dois
primeiros testes, denominados VAX 003 e VAX 004, foram feitos com a proteina
recombinante monomeérica gp120 do envelope viral (39). O protocolo VAX 003 testou
uma vacina bivalente usando a gp120 recombinante, derivada de isolados virais dos
subtipos B e E (isolado virais MN e A244 CFR1_AE), em usuarios de drogas
injetaveis na Tailandia. A vacina nao foi capaz de prevenir a infeccdo ou afetar a
progressdo para a aids (40). Ja o VAX 004 era composto apenas por proteinas
derivadas do subtipo B (isolados virais GNO8 e MN) e foi testado em grupos de
homens que fazem sexo com homens (HSH) e mulheres com alto risco para
transmissdo heterossexual nos Estados Unidos, Canada e Holanda. De forma
semelhante, esse teste também n&o demonstrou protecdo contra a infeccdo ou

influenciou no controle da progressao para a doenca (41).

Tabela 1 Principais caracteristicas e resultados dos ensaios clinicos de fase llb/lll realizados.
Fonte: Adaptado de Excler et al., 2014 (39).

. . . Num. de Respostaimune
Teste de vacina Vacinas candidatas Fase voluntarios alvo Resultado

VAX 003 Proteina: rgp120 i 2500 Anticorpos Sem
-fop P eficacia

VAX 004 Proteina: rgp120 i 5400 Anticorpos Sem
:rgp P eficacia

HVTN 502/Merck 023  Adenovirus tipo 5 (Ad5) b 3000 Células T CD4*e Sem
(Step Trial) gag/pol/nef células T CD8* eficicia

HVTN 503 (Phambili Células T CD4*e Sem
Trial) AdS5 gag/pol/nef b 3000 células T CD8* eficacia

; Anticorpos e células 0
RV144 Pox/proteina I 16403 TCD4*ecélulas T~ o1/ de
ALVAC/rgp120 . eficicia
CD8

DNA-Ad5 Anticorpos e células Sem

HVTN 505 Ilb 2504 TCD4*ecélulas T .
gag/pol/neflenv eficacia

CD8*

A falta de eficicia dos dois primeiros testes com proteinas recombinantes do
envelope viral, aliada a estudos que apontavam para um papel importante de células

T CD8" na resposta imune frente ao virus (42-44), levou ao desenvolvimento de



desenhos vacinais com o objetivo de estimular a resposta de células T. Os primeiros
testes de eficacia conduzidos, usando essa abordagem foram o HVTN 502/Merck
(Step Trial) e o HVTN 503 (Phambili Trial). Ambos os testes foram conduzidos com a
vacina candidata MRKAdS5 HIV-1 da Merck, que era uma mistura de partes iguais de
trés vetores de Ad5 com replicacdo defectiva, MRKAd5gag, MRKAd5pol, e
MRKAd5nef, expressando o gene gag do isolado CAM-1, o gene pol do isolado 111B
e o0 gene nef do isolado JR-FL, respectivamente, sendo todos do subtipo B (45, 46).
O Step Trial foi conduzido principalmente em populagdes de alto risco de infeccao,
incluindo HSH e homens e mulheres heterossexuais, em regiées onde o subtipo B é
prevalente (América do Norte, Caribe, América do Sul e Austrélia), enquanto o
Phambili Trial foi conduzido na Africa do Sul, onde o subtipo C é o mais frequente e
incluiu homens e mulheres heterossexuais. O Step Trial foi interrompido em 2007,
guando andlises preliminares demonstraram que a vacina nao foi capaz de impedir a
infeccdo ou reduzir a carga viral nos individuos infectados e a observagdo de um
namero maior de infecgdes no grupo vacinado do que no grupo placebo. Esse efeito
foi limitado ao grupo de homens néo circuncisados e/ou soropositivos para o Ad5 em
analises multivariadas, sendo observada uma reducdo na taxa de risco associada a
vacina apés 18 meses de acompanhamento (45, 47). Esses resultados levaram a
interrupcdo do Phambili Trial, onde os grupos de vacinados e placebos foram
revelados e as analises de eficacia subsequentes também n&o encontraram nenhum
efeito protetor da vacina (46). Apesar da vacina ndo ser capaz de induzir protecao
contra a infec¢do, andlises posteriores do Step Trial demonstraram que individuos
que apresentavam uma resposta de célula T, induzida pela vacina, contra trés ou
mais peptideos de Gag tinham carga viral menor que individuos que néo
apresentavam respostas frente a Gag (48).

Em 2009 foram divulgados os resultados do teste clinico de fase Ill RV144
(Thai Trial), que tinha como objetivo induzir tanto a producdo de anticorpos como a
resposta de células T. Apesar da baixa eficacia demonstrada, 31,2%, essa foi a
primeira evidéncia que uma vacina pode proteger contra a infeccao pelo HIV-1. O
teste consistiu em um regime de prime-boost, usando como prime um vetor
recombinante de canarypox, ALVAC-HIV (vCP1521, expressando gag, protease
subtipo B [isolado viral LAI] e gp120 CRFO1_AE, subtipo E [isolado viral 92TH023]
ligada a gp4l subtipo B [isolado viral LAI]) e como boost uma vacina bivalente,
AIDSVAX (gp120 CRFO01_AE, subtipo E [isolado viral A244] e subtipo B [isolado viral
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MN]. Para este ensaio foram recrutados 16.402 individuos, incluindo homens e
mulheres entre 18 e 30 anos, com risco principalmente de transmisséo
heterossexual em duas provincias da Tailandia (49). As andlises de correlatos de
imunidade encontraram que a ligacdo de anticorpos IgG especificos para as regides
variaveis 1 e 2 (V1V2) de Env correlacionava-se inversamente com a taxa de
infecgao pelo HIV-1, enquanto a ligagéo de anticorpos IgA a Env estava diretamente
correlacionada com a taxa de infeccao (50). Posteriormente, foi observado que a
taxa IgA/IgG especifica para Env estava diretamente correlacionada com o risco de
infeccdo e que anticorpos IgA anti-Env, produzidos em reposta a vacina, inibiam a
ligacdo e bloqueavam a fungcdo ADCC de anticorpos IgG induzidos pela vacina, que
compartilhavam o mesmo epitopo (51).

O dultimo teste clinico de vacina anti-HIV-1 de fase llb com resultados
divulgados foi o HVTN 505 com a vacina DNA/ rAd5. Esse teste também foi baseado
em um regime de prime-boost. O teste usou como prime uma vacina de DNA que
consistia de seis plasmideos circulares cada um expressando individualmente gag,
pol e nef subtipo B (isolado viral HXB2 ou NL4-3) e Env subtipo A (isolado viral
92rw020), B (isolado viral HXB2) e C (isolado viral 97ZA012) e boost com uma
combinacéo de quatro vetores de rAd5 expressando gag-pol subtipo B (isolado viral
HXB2 e NL4-3) e env subtipo A (isolado viral 92rw020), B (isolado viral HXB2) e C
(isolado viral 97ZA012). Em 2013 o teste foi interrompido por falta de eficacia, pois a
vacina nao foi capaz de diminuir a taxa de infeccéo pelo HIV-1 ou a carga viral dos
individuos infectados. Apesar de ndo induzir protecéo, analises de imunogenicidade
demonstraram que a vacina foi capaz de estimular uma resposta de células T e a
producdo de anticorpos. No entanto, a resposta IgG especifica frente a V1-V2 foi

baixa quando comparada aos resultados obtidos no teste clinico RV144 (52).

1.3.2 Estratégias para a reducao da diversidade genética do HIV-1

em desenhos vacinais

A falta de eficicia dos testes clinicos de vacinas anti-HIV/aids, destacada
acima, € reflexo de diferentes fatores que atuam como obstaculo para o
desenvolvimento de uma vacina. Entre esses fatores, pode-se citar: a extraordinaria
diversidade genética do HIV-1, a capacidade do virus evadir a resposta imune, a

incapacidade de estimular a producdo de anticorpos neutralizantes com ampla
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reatividade e a falta de correlatos de protecdo imune bem definidos que possam
guiar um desenho mais racional de vacinas (53). A diversidade genética tem sido
apontada como um dos maiores desafios. Em um mesmo subtipo a diferenca pode
ser na ordem de 15-20%, enquanto a variacdo entre subtipos é aproximadamente
25—-35%, dependendo da regido gendémica analisada (54).

Diante da enorme variabilidade do HIV-1, diferentes estratégias tém sido
utilizadas com objetivo de diminuir o impacto da diversidade genética na formulacéo
de uma vacina capaz de estimular uma resposta protetora contra diferentes
variantes virais. Entre essas estratégias, pode-se citar: sequéncias centrais
(consenso, ancestral e centro-da-arvore) (55), mosaicos (56) e sequéncias
conservadas (57). As sequéncias centrais (Figura 5) sdo sequéncias artificiais
desenhadas para reduzir a distancia genética entre o imundégeno e 0s virus
circulantes. Esse conceito é baseado no fato de que essas sequéncias apresentam
aproximadamente metade da distancia genética que é observada entre duas
sequéncias circulantes, podendo assim estimular uma resposta imune com
reatividade cruzada maior do que imunogenos derivados de um isolado viral. A
forma mais comum de obtencdo de sequéncias centrais € o uso de uma sequéncia
consenso (CON), a qual é baseada no amino&cido ou nucleotideo mais frequente
em cada posi¢do de um alinhamento de sequéncias. Outras duas estratégias para
obtencdo de sequéncias centrais utilizam modelos evolutivos: sequéncia ancestral
(MRCA- Most Recent Common Ancestor), que representa 0 ancestral comum mais
recente, definido por um n6é na base de um grupo em uma arvore filogenética;
sequéncia centro da arvore (COT), que é o ponto da menor média da distancia
genética para outras sequéncias na arvore (55, 58). A biologia do HIV-1 origina uma
filogenia com formato similar a uma estrela e como consequéncia as trés estratégias
para geracao de sequéncias centrais geram sequéncias similares, no entanto, elas
podem diferir de 1% a 5% e séo influenciadas pelo conjunto de sequéncias que é
utilizado para sua construcao (58).

Os antigenos mosaicos sdo construidos baseados em algoritmos que fazem
uma recombinacdo homéloga in silico de sequéncias naturais e sdo otimizados para
incluir potenciais epitopos mais frequentes e excluir epitopos raros, aumentando
assim a cobertura imunogénica (56). O uso de sequéncias conservadas consiste no
desenho de imunégenos baseados em regides que sao altamente conservadas em

diferentes subtipos do HIV-1, gerando proteinas quiméricas que tem como objetivo
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estimular a resposta contra regides onde mutacdes de escape possuem alto custo

adaptativo (57).
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Figura 5 Esquema demonstrando sequéncias centrais.
Consenso (CON), Ancestral (ANC) e Centro-da-arvore (COT). Fonte: Arenas et al., 2010 (59).

As sequéncias centrais, principalmente sequéncias consenso, tém sido
amplamente utilizadas para o desenho de antigenos vacinais e estudos de avaliacao
da resposta imune. No entanto, essas sequéncias sdo artificiais, ou seja, néo
correspondem a um virus existente, desta foram diferentes estudos tém sido
conduzidos para caracterizar melhor o seu potencial imunogénico em diferentes
populacdes, bem como a sua expressao e funcdes bioldgicas em modelos animais.
A estratégia consenso foi inicialmente testada em um trabalho de Gao e col. (60), no
qual foram construidos plasmideos do gene env baseado no consenso do grupo M,
denominado CONG6. Foi observado que proteinas derivadas de CON6 preservavam
epitopos conformacionais, que eram reconhecidos por anticorpos do soro de
individuos infectados pelo HIV-1, com diferentes subtipos. O CONG6 conferiu
infectividade ao HIV-1/SG3Aenv, quando cotransfectados em células 293T. O CONG6
também foi usado em uma vacina de DNA, seguida por um boost com virus vaccinia
recombinante, expressando CON6, em camundongos BALB/c e estimulou uma
reposta de células T capaz de responder contra epitopos derivados tanto do CONSG,
como do isolado MN (subtipo B) e Chn19 (subtipo C).

Um estudo posterior comparou uma vacina derivada de CON6 com vacinas
derivadas de isolados primarios dos subtipos A, B e C em camundongos de
diferentes linhagens. Na avaliacdo da resposta de células T frente a peptideos
derivados do mesmo subtipo usado na vacina, a resposta estimulada por CONG6 foi
similar a observada para os isolados, no entanto, quando foi avaliada a resposta
intersubtipo, a resposta a CONG6 foi significativamente maior do que para os isolados
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virais (61). A estratégia de sequéncia consenso do grupo M também foi utilizada
para construir outro gene env, denominado CONS, que demonstrou ser funcional. O
CONS foi utilizado para imunizar porquinhos da India (guinea pigs) e macacos
rhesus e foi capaz de estimular uma resposta de anticorpos neutralizantes de
amplitude similar ou maior do que a observada para vacina baseada em isolados
virais dos subtipos A, B e C e com titulos de neutralizacdo, em geral, maiores do que
0 observado para os isolados virais (62, 63). Além do consenso do grupo M,
diferentes sequéncias consenso referentes a um subtipo especifico ja foram
testadas e demonstraram um potencial imunogénico maior que o observado para
vacinas derivadas de isolados virais (64, 65), esses consensos especificos para um
determinado subtipo podem ser Uteis para regides onde apenas um subtipo circula
ou é altamente prevalente, como o subtipo B nos Estados Unidos e no Canada e o
subtipo C na Africa do Sul (7). No entanto, é importante destacar que em algumas
regides a diversidade de subtipos circulantes de HIV-1 é alta, como na Africa Central
(7), além da mobilidade da populacdo que pode levar a introducdo de novos subtipos
virais em diferentes regides.

No contexto do desenho de reagentes para avaliacdo de respostas induzidas
por uma vacina, espera-se que reagentes baseados em sequéncias centrais sejam
capazes de detectar repostas estimuladas por protétipos vacinais de diferentes
subtipos do HIV-1. Além disso, essas sequéncias tém sido amplamente utilizadas
para o estudo da resposta imune em diferentes populacdes, uma vez que uma
melhor caracterizagdo de regies do genoma viral altamente imunogénicas também
€ necesséaria para a formulacdo de vacinas. Nessa linha, diversos estudos tém
avaliado a resposta imune frente a peptideos baseados em sequéncias centrais,
usando coortes de individuos infectados com diferentes subtipos do HIV-1 em
diferentes regides e, enquanto em alguns casos foi demonstrada uma alta
reatividade cruzada, em outros esse perfil de resposta néo foi observado. Individuos
infectados pelo subtipo B (Estados Unidos) foram capazes de responder de forma
similar ao CON A, CON B e CON C (66). Outro estudo avaliando a resposta frente
ao CON B, ANC B, COT B e CON C também encontrou niveis similares de
reatividade, no entanto, a resposta frente ao CON A e CON M foi menor (67, 68). A
reatividade frente ao consenso C em individuos infectados pelo subtipo B também

foi observada em uma coorte de chineses (69).
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Uma menor reatividade ao grupo M também foi observada, no mesmo estudo,
em individuos do Peru infectados pelo subtipo B, mas ndo de Barbados. Por outro
lado, individuos infectados pelo subtipo C (Africa do Sul e Zambia) apresentaram
niveis similares de respostas de células T frente a peptideos derivados do consenso
C e do grupo M, mas a resposta frente ao consenso B foi reduzida (68, 70). Essa
reatividade ao consenso do grupo M também foi encontrada em individuos
infectados pelo subtipo A ou D (Uganda) (71), subtipo B e recombinantes BF (Brasil)
(72). Outro estudo refor¢cou a baixa reatividade de células T de individuos infectados
pelo subtipo C (Africa do Sul) frente ao consenso B (30%), essa reatividade também
foi baixa frente ao consenso A (34%) e uma maior reatividade foi observada frente
ao consenso D (48%) (73).

Ao contrario do observado para individuos do subtipo C, japoneses infectados
por formas recombinantes A/E apresentaram resposta frente a peptideos do
consenso B de magnitude similar ao observado em japoneses infectados com
subtipo B (74). A reatividade cruzada entre os subtipos A e D também foi avaliada,
um estudo conduzido com amostras de Uganda, principalmente em individuos
infectados pelo subtipo A ou D demonstrou aproximadamente 50% das respostas
detectadas frente a Gag foram detectadas usando peptideos baseados tanto no
consenso A como no consenso D (75).

Além das limitacbes associadas a diversidade viral para o desenvolvimento
de vacinas, a falta de parametros associados a cura é também um fator limitante na
definicAo dos aspectos imunolégicos que possam estar associados a protecao.
Assim, a busca de conhecimento através da analise detalhada da patogénese da
infeccdo pelo HIV em individuos com diferentes perfis de evolucdo para a aids,
incluindo aqueles capazes de controlar a replicacdo viral e/ou a evolugdo para

doenca, € de grande relevancia e tem sido amplamente explorada na literatura.

1.4 Imunopatogénese dainfeccao pelo HIV-1

A molécula CD4 é o receptor principal usado pelo HIV-1 para infectar células
alvos, além dessa molécula, o virus também necessita de se ligar a coreceptores na
superficie celular, sendo os receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4 os mais

comuns. A ligacdo a essa molécula permite a infeccdo ndo s6 de células T CD4*
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como também outras células que desempenham um papel central no processo de
apresentacao de antigenos, como os macrofagos e células dendriticas (76).

Uma das principais caracteristicas da infeccao pelo HIV-1 é a deplecdo das
células T CD4*. Essa deplecéo foi inicialmente descrita como um processo gradual
qgue culminava no surgimento da aids em individuos infectados, sem tratamento,
dentro de oito a dez anos apés a infeccao (77). Experimentos iniciais com virus
isolados de amostras de tecidos demonstraram o tropismo do HIV por células T
CD4*, com um extenso efeito citopatico (78). Junto a essa observacao, pacientes
infectados com o HIV apresentavam uma profunda linfopenia (79), levando a
hipétese de que ocorreria uma destruicdo massiva de células T CD4* in vivo por
acdo direta do virus. Essa hipdtese foi reforcada por experimentos que
demonstravam uma producédo diaria de 10x10° virions (80-82) e a observagédo de
gue o tratamento de pacientes, em estagio avancado da doenca, com inibidores de
protease levava a uma queda na carga viral e um aumento na contagem de células
T CD4* (83). Considerando que a terapia ndo alterava a producdo de células T
CD4*, chegou-se a conclusdo de que rodadas continuas de novas infeccdes
sustentavam a carga viral e que 2x10° células T CD4* infectadas eram destruidas
por dia (84).

Além disso, os estudos demonstraram que em individuos infectados a fracao
de células T CD4* se dividindo era 2-3 vezes maior que em individuos nao
infectados, com a maioria da proliferacdo concentrada na populacdo de células T de
memoéria efetora CD45RO* (85, 86). Uma vez que a divisdo celular deve ser
balanceada pela morte celular, considerando um estagio de equilibrio, esses
resultados reforcaram a ideia de que a infec¢do levava a um processo constante de
producado e destruicdo de células alvo. Dessa forma, a doenca foi caracterizada por
apresentar uma producao elevada de novos virions que levava a uma expressiva
destruicdo de células T CD4* e consequente exaustdo do sistema imune (84).

No entanto, algumas observacdes apontavam para inconsisténcias nesse
modelo. O numero de células se dividindo e morrendo € bem maior que o nimero de
células infectadas (87, 88). O HIV infecta preferencialmente células T CD4* ativadas,
sendo que a maioria dessas ceélulas estad destinada a morrer, independente da
infec¢@o, como consequéncia inerente do processo de ativacao (89, 90), as taxas de
divisdo e a morte de células T CD8* também sdo elevadas (85, 91). Além disso, a

infeccdo natural do virus da imunodeficiéncia Simia (SIV) em sooty mangabey nao
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resulta no desenvolvimento da aids, mesmo na presenca de uma carga viral elevada
(92). Dessa forma, o conceito que a progressao da doenca resulta da destruicao
progressiva de células T CD4*, mediada por acéo direta do virus foi colocado em
guestao, apontando para uma interacdo mais complexa entre 0 sistema imune e 0s
efeitos diretos e indiretos da replicacao viral (93).

Diferentes observacdes levaram a hipotese de um papel central da ativagédo
imune na deplecé@o de células T CD4* e na progressdo da doenga. Foi observada
concentracfes maiores de marcadores sorologicos de ativacéo, f2-microglobulina e
neopterina, TNFRII, entre outros, e maior expressdo de marcadores de ativacao
celular, como CD38 e HLA-DR, em individuos infectados pelo HIV em comparacéo a
individuos ndo infectados. Além disso, esses marcadores se correlacionavam
diretamente com o tempo de progressao para doenca, sobrevivéncia e deplecédo de
células T CD4* (94-99). A importancia da ativacdo imune na patologia da doenca foi
reforcada pela demonstracdo de um nivel baixo de ativagdo imune em Sooty
mangabeys (SM), hospedeiros naturais do SIV, que apesar de apresentarem uma
carga viral elevada, ndo progridem para aids (92).

Durante a infeccéo crénica pelo HIV, a ativacao imune é observada como um
conjunto de estados alterados do sistema imune, incluindo o aumento do turnover
celular, o aumento de linfécitos T e B com perfil fenotipico de célula ativada e o
aumento da concentracao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias no soro (100).
Entre os diferentes marcadores de ativacdo, o mais amplamente caracterizado € a
expressdo de CD38 e/ou HLA-DR em células T, a qual é apontada como um
importante fator prognéstico na infeccdo pelo HIV-1 (36, 101). Um estudo inicial,
demonstrou que o aumento células T CD8* expressando CD38 e/ou HLA-DR em
individuos infectados pelo HIV em comparacdo com individuos néo infectados e o
aumento da expressdo desses marcadores foi associado com a queda de células T
CD4* e o desenvolvimento da aids (102). Outros estudos reforcaram a associagéo
desses marcadores com o desenvolvimento, gravidade da doenca e mortalidade
(103-107). Além disso, uma elevada expressédo dessas moléculas foi observada em
individuos infectados pelo HIV-1 com baixo ganho de células T CD4* em resposta a
terapia antirretroviral (36) e associado ao desenvolvimento de morbidades néo
relacionadas a aids, como doenca arterial coronariana (101, 108).

Os mecanismos que culminam na elevada ativagao imune durante a infeccao

pelo HIV-1 ainda n&o sao claros, é provavel que fatores especificos contribuam de
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forma distinta para esse fendbmeno em diferentes grupos de individuos infectados
(109). No entanto, diversas evidéncias sugerem gue processos chaves, que levam a
elevada ativacdo imune associada ao HIV-1, iniciem logo nos primeiros dias de
infeccdo (110). A maioria das infeccbes pelo HIV-1 ocorre por contato sexual,
através da exposicao da mucosa genital e/ou mucosa retal. Apos transpor a barreira
epitelial, o principal sitio de replicacdo do HIV-1 é mucosa gastrointestinal (111). Na
mucosa gastrointestinal esté localizada a maioria dos linfécitos do corpo, enquanto o
sangue periférico contém apenas 2-5% dessas células (112). Além disso, certas
caracteristicas desse compartimento criam um ambiente extremamente adequado
para infec¢do e replicacdo do HIV-1: grande parte das células T CD4* na mucosa
séo ceélulas de memoria efetoras que expressam o coreceptor de quimiocina CCR5
(113); a mucosa € mantida em um estado fisiolégico de inflamacé&o caracterizado por
uma alta producao de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (114).

Estudos com macacos rhesus demostraram que logo nas primeiras semanas
de infeccdo pelo SIV, as células T CD4* da mucosa gastrointestinal sdo quase
completamente depletadas (115-117). A extensa perda de células T CD4* na
mucosa gastrointestinal também foi observada em individuos infectados pelo HIV-1
(111, 118, 119). Além disso, foi observado que a extensdo da deplecao dessas
células na mucosa gastrointestinal, em macacos rhesus infectados com SIV
patogénico, determinava a velocidade de progressao para aids (120). Isso levou a
hipétese de que a injuria ao tecido linféide associado a mucosa gastrointestinal
(GALT), junto com o dano ao microambiente epitelial intestinal poderia resultar na
ativacao imune sistémica observada na infeccao pelo HIV-1, através do aumento da
translocacdo de produtos microbianos do limen para a circulagéo (121).

A primeira evidéncia dessa relacdo foi feita em um estudo comparando os
niveis de LPS no plasma de individuos nédo infectados pelo HIV-1 com individuos
infectados, em diferentes estagios da infeccdo, e os niveis de LPS em macacos
rhesus antes e apds a infec¢do pelo SIV. Individuos na fase crbnica e na fase de
aids apresentaram niveis mais altos de LPS que individuos néo infectados ou
individuos na fase aguda. O aumento da concentracdo de LPS no plasma também
foi observado em macacos rhesus apos a infeccéo pelo SIV. Para comprovar que o
aumento do LPS no plasma era devido a translocacdo de produtos microbianos
provenientes do trato gastrointestinal, esses animais foram submetidos a um regime

de antibidticos para induzir “esterilizagdo intestinal’. O tratamento foi capaz de
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reduzir os niveis de LPS no plasma e paralelamente a quantidade de bactérias
gram-negativas nas fezes, sugerindo que a origem do LPS no plasma de macacos
infectados pelo SIV e por inferéncia, de humanos infectados pelo HIV-1 era a
translocacdo de produtos microbianos do trato gastrointestinal. Além disso, foi
demonstrada uma correlacdo positiva entre a concentracdo de LPS no plasma com
a porcentagem de células T CD8*CD38*HLA-DR* e a concentracdo de IFN-a no
plasma, confirmando o efeito da translocacdo microbiana na inducdo da ativagao
imune (121). Diversos estudos subsequentes reforcaram o papel da translocacao
microbiana na inducéo da ativacdo imune e evidenciaram o elevado dano a mucosa
gastrointestinal (Figura 6), com massiva deplecdo de células T CD4*, deplecdo
preferencial de células Thl7, apoptose de enterdcitos, diminuicdo da producdo de
IgA, perda de juncdes oclusivas, entre outros (110).

A determinacdo da concentracdo de LPS no plasma para avaliar a
translocacdo microbiana € amplamente utilizada, no entanto, alguns estudos nédo
foram capazes de demonstrar uma associacdo entre os niveis altos de LPS e a
infeccdo pelo HIV-1, a discrepancia desses resultados pode ser explicada por
diferentes fatores: nimero de amostras, diferencas no tipo de amostra (plasma
versus soro), coleta e processamento, diferentes técnicas de quantificacdo, inibicéo
ou degradacdo do LPS por proteinas e enzimas circulantes, entre outros. Ao
contrario, todos estudos encontraram niveis aumentados de CD14 soluvel (sCD14)
em individuos infectados pelo HIV-1 (110).

O sCD14 é secretado por células da imunidade inata como mondcitos e
macréfagos em resposta ao LPS. Ele se liga ao complexo LPS/proteina ligadora de
LPS (LBP), servindo assim como um marcador da ativacdo de mondcitos e/ou
macrofagos (122). Além disso, um recente estudo, avaliando a associacdo entre
marcadores de translocagcao microbiana (LPS, sCD14, I-FABP, EndoCADb,16S rDNA)
e diferentes desfechos clinicos, demonstrou que a concentracdo de sCD14 € um
marcador prognéstico independente de mortalidade na infeccdo pelo HIV-1 (123),
reforcando assim o uso dessa molécula como um marcador importante na

progressao para a aids.
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Figura 6 Desenho esquematico do epitélio intestinal na auséncia (a) e presenga do HIV-1 (b).

Fonte: Sandler e Douek, 2012 (110).
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1.5 Controladores da replicacéo viral e evolucao para a aids

A patogénese da infeccdo pelo HIV-1 € determinada por um balanco entre
fatores virais e do hospedeiro. A capacidade replicativa do virus e seu tropismo
celular podem ter impacto na velocidade de progresséo para a doenca. Além disso,
0 virus necessita de diversos fatores celulares para completar seu ciclo replicativo, o
gue o coloca diante do desafio de se evadir de fatores celulares intrinsecos capazes
de inibir a replicacéo viral. Ao mesmo tempo, no hospedeiro a resposta imune contra
o0 virus é ativada, envolvendo tanto componentes da imunidade inata quanto
adaptativa, na tentativa de deter a infeccdo. Um melhor entendimento de como esse
processo funciona € essencial para o desenho de uma vacina e o desenvolvimento
de estratégias para a cura funcional. Nesse contexto, a definicdo dos fatores
associados a protecdo contra a infec¢éo e/ou doenca é essencial e um raro grupo de
individuos infectados pelo HIV-1, que naturalmente controla a replicacdo viral,
denominado controladores de elite (EC) e controladores virémicos (VC), tém sido
alvo de diversos estudos na busca de correlatos de protecao (124).

Na maioria dos individuos infectados pelo HIV-1, que ndo recebe tratamento
antirretroviral, a infeccdo segue o padrao ilustrado na Figura 7. A infeccdo aguda
tem duracdo de poucas semanas e em geral é assintomatica ou com sintomas nao
especificos, similares a uma gripe. Essa fase € associada com uma elevada carga
viral plasmatica e uma queda acentuada de células T CD4* no sangue periférico,
ocorrendo o surgimento de uma resposta imune especifica para o HIV-1, que é
seguida por uma queda na carga viral plasmatica até um valor denominado set point
viral. Essa queda na carga viral € acompanhada por um aumento parcial na
contagem de células T CD4*, marcando assim o inicio da fase crénica da infeccao,
também denominada de fase de laténcia clinica, que dura em média 7-10 anos e é
caracterizada por uma queda lenta e progressiva na contagem de células T CD4* do
sangue periférico e um aumento lento da viremia plasméatica, na auséncia de terapia
antirretroviral. Com o declinio das células T CD4* até niveis menores que 200
células/uL, surgem tumores e infec¢cdes oportunistas que caracterizam a fase de
aids, que € acompanhada por um aumento acentuado da carga viral plasmatica
(90).

Esse perfil de progresséo para a doenca € observado em aproximadamente

80% dos individuos infectados pelo HIV-1, chamados de progressores tipicos. Outro
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grupo de individuos infectados pelo HIV-1 (10-15%) progridem para a aids em dois a
trés anos apos a infecgcdo aguda, sendo denominados progressores rapidos, por
outro lado, em torno de 5%-10% dos individuos HIV-1 positivos apresentam mais de
dez anos de infeccdo e ndo evoluem para a doenca e sdo conhecidos como nao

progressores de longo termo (LTNP) (125).

Aguda Cronica
Carga viral ) X -
plasmatica Células T CD8* especificas

para o HIV-1
Células T CD4" do sangue
periférico
I
|
| |
I
Semanas Anos

Figura 7 Histéria Natural da infecgéo pelo HIV-1.
Fonte: Adaptado de Douek et al., 2003 (90).

Os individuos LTNP foram identificados inicialmente pela auséncia de
sintomas associados a aids, apds 10 anos ou mais de infeccdo em auséncia de
terapia antirretroviral, e pela contagem de células T CD4* maior que 400 células/pL
Com o advento dos testes de quantificacdo da carga viral foi observado que uma
parcela desses individuos era capaz de manter a carga viral em niveis baixos ou
mesmo indetectaveis pelos testes laboratoriais disponiveis. Atualmente, individuos
gue apresentam a capacidade de controlar a replicacéo viral sdo divididos em dois
grupos, ja mencionados anteriormente: (1) controladores de elite, que representam
menos de 1% dos individuos infectados pelo HIV-1 e séo capazes de manter a carga
viral indetectavel pelos testes clinicos disponiveis e (2) controladores virémicos, que

representam aproximadamente 7% dos individuos infectados pelo HIV-1 e sao
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capazes de manter a carga viral menor que 2000 copias de RNA viral/mL (126). No
entanto, diferentes critérios de classificacdo sdo utilizados para definicdo de coortes
de individuos controladores em estudos distintos, com varia¢cdes quanto ao tempo
de infeccdo ou diagnostico, frequéncia de carga viral detectavel (blips), valor de
corte para carga viral nos controladores virémicos, quantidade de medidas de carga
viral disponivel, entre outros, o que certamente tem impacto nos resultados
observados com diferentes coortes de controladores.

Os fatores responsaveis pelo controle da infeccédo ainda nao estao totalmente
elucidados, no entanto, as informacdes atualmente disponiveis indicam que esse
fendbmeno ndo é devido a presencga ou auséncia de um fator Unico e que, em geral,
controladores de elite ou virémicos sdo heterogéneos e possuem multiplos
mecanismos subjacentes que podem estar associados ao controle da replicacao
viral (127). Estudos iniciais apontaram para a presenca de virus defectivos em
individuos que ndo evoluiam para a doenca, sugerindo que delecbes,
particularmente em nef seriam responsaveis pela auséncia de progressao para aids
observada nesses pacientes (128-130). O caso mais conhecido € de uma coorte de
seis individuos, Sydney Blood Bank Cohort, que receberam sangue de um doador
infectado com um virus que apresentava uma grande dele¢éo (150 ou mais pares de
bases) na regido de nef-LTR (131) e permaneceram assintomaticos mesmo apos
14-18 anos de infeccao (132).

No entanto, estudos mais recentes com virus isolados de EC néo
demonstraram alteracdes importantes nas sequéncias virais avaliadas (133) e o
controle da infecgéo foi observado em individuos infectados com virus de individuos
gue apresentavam progressao para a doenca (134). Resultados controversos sao
apresentados em relacdo a capacidade replicativa de virus isolados de
controladores, enquanto em alguns estudos, os virus isolados de EC de diferentes
coortes apresentaram capacidade de replicacao similar a demonstrada por isolados
virais de referéncia, apesar de maior dificuldade de isolamento (135-137), outros
estudos demonstram uma capacidade replicativa reduzida em quimeras ou clones
de virus isolados do plasma de controladores. No entanto, € importante ressaltar que
alguns desses estudos encontraram correlagdo entre a capacidade replicativa
reduzida e mutacdes em epitopos restritos por alelos protetores do HLA, o que leva

a questdo se a infeccdo com virus apresentando mutagbes que tem impacto na
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replicacdo viral € causa do controle observado nesses individuos ou consequéncia
de uma resposta imune eficiente (138-142).

A presenca de mutacdes nos genes dos receptores de quimiocinas CCR5 e
CCR2 também € associada ao controle da replicacdo viral. A delecdo de 32 pares de
bases no gene CCR5 (CCR5 A32) ¢ significativamente associada com a resisténcia
a infeccdo e menor velocidade de progressédo para a doenca. Heterozigose para
essa mutacdo € encontrada em aproximadamente 30% dos EC ou LTNP
caucasianos e polimorfismos nesses receptores também foram estatisticamente
associados ao controle da infeccdo pelo HIV-1 em um estudo de associacao
genOdmica ampla (GWAS) (143-146). Em um caso recente, que chamou grande
atencdo da comunidade cientifica e da midia, um paciente com aids que recebeu um
transplante de médula de um doador apresentando a mutacdo A32 para tratamento
de um linfoma, foi posteriormente considerado “curado”, posto que néo apresentava
mais carga viral plasmética na auséncia de terapia antirretroviral. Este caso ainda
esta sendo acompanhado, mas reforca a importancia da molécula CCR5 como alvo
de entrada do virus na célula e seu papel para estratégias terapéuticas que possam
levar a cura da aids (147).

Determinados alelos HLA s&o encontrados em maior frequéncia em
individuos controladores do que em progressores. Um dos primeiros estudos a
fornecer evidéncias dessa relacdo foi feito com um grupo de HSH, no qual se
observou associacao entre a presenca de determinados alelos HLA - incluindo HLA-
B*27, HLA-B*57, HLA-B*35 - com a velocidade de progressdo para a aids (148).
Estudos posteriores confirmaram essa relacdo, demonstrando que existe uma maior
frequéncia de determinados alelos, chamados “alelos protetores” (HLA-B*57,
HLA-B*27 e HLA-B*58:01) em grupos de individuos infectados pelo HIV-1
controladores do que em progressores (149-151). Em contraste, grupos de
individuos que apresentam uma rapida progressdo para a aids apresentam um
enriguecimento de outros grupos de alelos, particularmente HLA-B*35:02 e
HLA-B*35:03 (152, 153).

Andlises de GWAS tém auxiliado na melhor definicdo do papel dos alelos
HLA no controle da infecgdo pelo hospedeiro. Em uma anélise envolvendo 3622
individuos infectados pelo HIV-1, incluindo 974 individuos com a carga viral abaixo
de 2000 copias de RNA viral/mL por pelo menos um ano, os polimorfismos de base

unica (SNP) associados ao controle foram localizados dentro do complexo principal
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de histocompatibilidade (MHC), no cromossomo 6 (146), corroborando os resultados
de um estudo anterior que também apontava para associagdo entre polimorfismos
nessa regido e o controle da infeccdo pelo HIV-1 (154). Quando foram testadas
associacdes genéticas relacionadas ao controle da infeccdo descritas na literatura,
apenas variantes no locus CCR5-CCR2 — nomeadas CCR5 A32, C927Tin em CCR5
e Valé4d—lle64 em CCR2 — apresentaram significAncia estatistica. Esse estudo
confirmou o papel protetor dos alelos B*57:01, B*27:05, B*14/Cw*08:02, B*52 e A*25
e também reforcou a relacdo dos alelos B*35 e Cw*07 com o maior risco de
desenvolvimento da doenca.

Além disso, foram demonstradas associacdes entre aminoacidos em
determinadas posi¢des dentro da fenda de ligacdo ao peptideo e diferentes perfis de
evolucdo da doenca, como exemplo Val®’ esta presente nos haplétipos protetores
B*57:01, B*27:05 e B*14, enquanto Arg®’ esta presente em B*35. Esses resultados
sugerem que a base estrutural para a associacdo entre o HLA de classe | e a
progressao para a doenca € provavelmente mediada pela conformacao do peptideo
dentro da fenda de ligacao, indicando um papel importante das células T CD8* no
controle da replicacédo viral. No entanto, € importante destacar que polimorfismos
localizados no MHC de classe | podem ter impacto na funcdo de células do sistema
imune inato que interagem com o HLA, como células NK e células dendriticas. A
expressao do receptor de ativacdo KIR3DS1 junto com seu ligante HLA-Bw4-80I, ou
combinacBes especificas de KIR3DL1 e HLA-Bw4-801 sdo associadas com
diferentes desfechos clinicos (155, 156), mas uma maior frequéncia de combinac¢des
de KIR-HLA associadas a protecdo nao tem sido observada em EC (157).

As moléculas HLA também se ligam a membros da familia de receptores
leucocitarios semelhantes a imunoglobulinas (LILRS), que estdo presentes ha
superficie de células dendriticas e regulam propriedades funcionais dessas células
(158, 159). Foi demonstrada uma forte interacdo entre LILRB2 e HLA-B*35-PX,
associada com uma disfuncdo da atividade de células dendriticas em ensaios in
vitro, sugerindo que esta interacdo pode contribuir para a maior velocidade de
progressdo observada em individuos portando o alelo HLA-B*35-Px (158). Um
recente estudo confirmou que a intensidade de ligacdo de LILRB2 com HLA-B tem
impacto no controle da infec¢cdo, sendo observada uma correlagéo entre a ligagéo

mais fraca de LILRB2 com determinados alelos HLA-B e a maior protecao contra a
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doenca associada a este alelo, possivelmente devido a uma maior atividade de
células dendriticas (160).

A importancia das células T CD8* no controle da replicacdo viral tem sido
observada em diversos estudos e o0s resultados obtidos com coortes de
controladores tém confirmado o papel central dessa populacéo celular no controle da
infec¢do. Foi observada uma associagéo temporal entre o declinio da carga viral na
fase aguda da infeccdo pelo HIV-1 e o surgimento de uma resposta de células T
CD8* especifica para o virus (44, 161). Além disso, a deplecdo dessas células,
usando anticorpos anti-CD8, em macacos rhesus infectados pelo SIV, levou a um
aumento da carga viral e progressdo mais rapida para a aids quando comparado a
animais que receberam apenas o0 anticorpo controle (42). Diferentes estudos
demonstram que células T CD8* de EC possuem uma capacidade funcional superior
a observada em individuos progressores (162). As células T CD8* de EC possuem
maior capacidade de proliferacéo frente ao estimulo com células T CD4"* infectadas
ou peptideos do HIV-1, especialmente peptideos derivados de Gag, quando
comparadas com progressores, sendo observada também uma associacdo entre
essa maior capacidade de replicacao e a secrecao de perforina (163-166).

Além da maior capacidade de proliferacdo, foi observado um pefrfil
polifuncional nessa populacéo celular em pacientes EC/LTNP, com maior frequéncia
de células produzindo diferentes citocinas e quimiocinas — IL-2, IFN-y, MIP-13, TNF-
a — junto com uma maior capacidade de degranulacao, avaliada pela expressao de
CD107a na superficie celular (167, 168). Essa resposta polifuncional frente a Gag
também foi observada em células T CD8* da mucosa retal de individuos EC, com
uma associacdo mais forte com o controle da infeccdo do que o observado com
células T CD8* no sangue periférico, sugerindo que essa resposta superior de
células T CD8* na mucosa pode contribuir para limitar a deplecéo de células T CD4*
e auxiliar na manutencao da integridade de mucosa (169, 170). As células T CD8* de
EC também apresentaram maior concentracdo de perforina e granzima B, quando
estimuladas com peptideos de Gag, comparado com progressores, e essa maior
concentragdo de proteinas liticas era traduzida na maior capacidade de lise de
células alvo infectadas (171).

Um aspecto da resposta de células T CD8* que tem sido fortemente
associado ao controle da replicacdo em EC é a capacidade de supressdo da

replicacdo viral in vitro sem a necessidade de estimulos exdgenos (164, 172). Assim
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como em outros perfis funcionais de células T CD8* de EC, a capacidade de
supressdao viral também foi correlacionada com a resposta frente a Gag (172, 173).
Um estudo prospectivo com individuos recentemente infectados pelo HIV-1
demonstrou que individuos com carga viral mais baixa apresentavam uma maior
capacidade de supressdo da replicacdo viral, além disso, a supresséo viral era
preditiva da taxa de declinio das células T CD4* durante os trés primeiros anos de

infeccdo e inversamente correlacionada com a viremia no set point viral (174).

1.6 Justificativa

Apesar do grande sucesso da terapia antirretroviral, o virus ainda persiste no
organismo e a interrupcdo do tratamento culmina no aumento imediato da carga
viral. Além disso, o tratamento prolongado € acompanhado por diversos efeitos
colaterais, problemas de ades&o, surgimento de resisténcia aos medicamentos e
alto custo. Nesse cenario, a obtencdo de uma vacina que seja capaz de inibir a
infeccdo ou a progressdo para a doenca é de extrema importancia. Entre os
principais obstaculos para obtencdo da vacina estdo a alta diversidade viral e a falta
de correlatos de protecéao.

Uma vacina global deve ser capaz de proteger contra os diferentes subtipos
virais circulantes, ou seja, ela deve apresentar alta reatividade cruzada, além de ser
capaz de estimular uma resposta imune protetora persistente. No entanto,
exatamente o que é uma resposta imune protetora frente ao HIV-1 ainda néo é claro.
As maiores pistas sobre que tipo de resposta seria eficiente no combate ao virus
vém de estudos com individuos capazes de controlar a infeccdo naturalmente,
chamados controladores de elite. Esses estudos apontam principalmente para um
papel essencial de células T CD8* na supresséao da replicacéo viral.

Diante deste cenario, este trabalho procurou contribuir na geracdo de
conhecimento para a identificacdo de imundgenos que sejam capazes de estimular
uma resposta com alta reatividade cruzada, tendo como foco o artigo 1, como
também em analisar diferentes aspectos imunoldgicos e moleculares associados ao

controle da replicacéo viral e evolucéo para a aids, abordado no artigo 2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir para a identificacdo de epitopos de diferentes subtipos de HIV-1,

prevalentes no Brasil, capazes de estimular uma resposta imune cruzada de alta

frequéncia e magnitude e avaliar pardmetros imunoldgicos e genéticos associados

com o controle da replicagdo viral na busca de marcadores que possam ser de

relevancia no desenvolvimento de vacinas e estratégias para a inducdo da cura

funcional.

2.2 Objetivos Especificos

Documento 1:

Determinar as sequéncias consenso brasileiras e identificar o isolado viral mais
préximo a sequéncia consenso (CVI) do subtipo C no gene nef e dos subtipos B,
F1 e C no gene gag;

Avaliar a resposta Nef especifica usando peptideos derivados do consenso e do

CVI do subtipo C em individuos infectados pelos subtipos B, F1 e C;

Avaliar a resposta Gag especifica frente a peptideos derivados do consenso e do

CVI do subtipo B, F1 e C em individuos infectados por estes subtipos;

Verificar se existe reatividade cruzada entre os subtipos B, F1 e C;

Documento 2:

Avaliar se individuos controladores da carga viral apresentam uma resposta

diferencial frente aos peptideos analisados;

Determinar se os individuos controladores da nossa coorte possuem alelos HLA-B
classicamente associados ao controle da replicacéo viral e progressao lenta para

a doenca,;
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e Avaliar se os diferentes niveis de controle da replicacdo viral estdo relacionados
com diferentes perfis de resposta imune, ativacdo de células T CD8" e

translocacdo microbiana e tamanho do reservatério viral.
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3.1 Documento 1 — “Higher cross-subtpe IFN-y ELISpot responses to Gag
and Nef peptides in Brazilian HIV-1 subtype B- and F1- than in C-

infected subjects”

Autores: Fernanda Heloise Coértes, Gonzalo Bello, Carla Vorsatz, José Henrique
Pilotto, Monick Lindenmeyer Guimarades, Beatriz Grinsztejn, Valdilea Goncalves

Veloso, Aguinaldo Roberto Pinto, Mariza Gongalves Morgado.

Periddico: Vaccine. 2013 Feb 4; 31(7):1106-12

A diversidade do HIV-1 tem sido considerada o maior obstaculo para o
desenvolvimento de uma vacina. Para superar esse obstaculo, imundgenos
baseados em sequéncias centrais, como 0 consenso, tém sido testados. No Brasil, a
cocirculacdo de trés subtipos virais oferece um cenario adequado para avaliar a
reatividade cruzada de células T frente a sequéncias consenso. Além dos consensos
do subtipo B, C, F1 e grupo M, foram incluidos nas andlises peptideos baseados na
sequéncia de um isolado viral referente a cada subtipo que apresentava menor
distancia genética ao consenso, denominado isolado viral mais préximo (CVI). O
estudo incluiu 32 individuos infectados com o HIV-1, subtipo B (n = 13), subtipo C (n
= 11) e subtipo F1 (n = 8). A resposta de células T especifica para Gag e Nef foi
avaliada pelo ensaio de ELISpot IFN-y. Os peptideos baseados nas sequéncias CVI
apresentaram capacidade de reducdo da distancia genética e de deteccdo da
resposta de células T similar ao observado para as sequéncias consenso. Uma alta
reatividade cruzada entre os subtipos B e F1, em ambas as regides avaliadas, foi
observada tanto em individuos infectados com o subtipo B como nos individuos
infectados com o subtipo F1. Também néo foi observada diferenca significativa na
resposta frente ao consenso do subtipo B e C em individuos infectados pelo subtipo
B. Em contraste, a magnitude da resposta de células T frente a peptideos do
consenso C referentes a Gag foi maior do que a observada para os peptideos do
consenso B, em individuos infectados pelo subtipo C. Na avaliacdo da resposta
frente a Nef, individuos infectados pelo subtipo C apresentaram valores mais altos
de resposta para peptideos do consenso C do que para o consenso F1. Além disso,
individuos infectados pelo subtipo F1 apresentaram uma resposta mais baixa para
peptideos do subtipo C do que para o subtipo B e F1. Um nivel similar de resposta

foi detectado para peptideos baseados no grupo M em individuos infectados com o
29



subtipo B ou F1. No entanto, em individuos infectados pelo subtipo C, esse conjunto
de peptideos apresentou um menor nivel de resposta quando comparado ao
observado para o consenso C. Em geral, o nivel de reatividade cruzada entre 0s
subtipos B e F1 foi maior do que entre os subtipos B e C ou entre os subtipos C e
F1. Esses resultados sugerem que o obstaculo imposto pela diversidade genética no

desenho de vacinas € dependente dos subtipos envolvidos.
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HIV-1 diversity has been considered a huge challenge for the HIV-1 vaccine development. To overcome it,
immunogens based on centralized sequences, as consensus, have been tested. In Brazil, the co-circulation
of three subtypes offers a suitable scenario to test T cell cross-subtype responses to CONSENSUS SEqUENCEes.
Furthermare, we included peptides based on closest viral isolates (CV1) from each subtype analyzed to
compare with T cell responses detected against the consensus sequences. The study included 32 subjects
infected with HIV-1 subtype B (n=13),C(n=11), and F1 (n=8). Gag and Mef-specific T cell responses
were evaluated by IFN-y-ELISpot assay. Peptides based on CVI sequences were similar to consensus in
both reducing genetic distance and detecting T cell responses. A high cross-subtype response between
B and F1 in both regions was observed in HIV-1 subtype B and Fl-infected subjects. We also found ne
significant difference in responses to subtype B and C consensus peptides among subtype B-infected
subjects. In contrast, the magnitude of T cell responses to consensus C peptides in the Gag region was
higher than to consensus B peptides among HIV-1 subtype C-infected subjects. Regarding Nef, subtype C-
infected subjects showed higher values to consensus C than to consensus F1 peptides. Moreover, subtype
Fl-infected subjects presented lower responses to subtype C peptides than to subtype F1 and B. A similar
level of responses was detected with group M based peptides in subtype B and F1 infected subjects.
However, among subtype C infected subjects, this set of peptides detected lower levels of response than
consensus C. Overall, the level of cross-subtype response between subtypes B and F1 was higher than
between subtype C and B or C and F1. Our data suggests that the barrier of genetic diversity in HIV-1
group M for vaccine design may be dependent on the subtypes involved.

© 2012 Elsevier Led. All rights reserved.

1. Introduction

HIV-1 is considered one of the major challenges for the design of
effective vaccines that could protect from heterologous viral infec-

The development of safe and effective HIV vaccines offers the
best hope for the prevention of new infections. However, HIV-1
vaccine efforts have not yet proven successful [1]. Among the four
vaccine efficacy trials in human volunteers, only the recent RV144,
conducted in Thailand, showed statistically significant rate of pro-
tection, despite the fact that vaccine efficacy was 31.2% [2].

The high mutation rate of HIV-1 allows the virus to rapidly
evade immune responses [3]. In fact, the genetic variability of

* Corresponding author at: Laboratdrio de Aids e Imunologia Molecular, Insti-
tuto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Avenida Brasil, 4365, Rio de Janeiro, R
21040-360, Brazil_ Tel.: +55 21 3B658154; fax: +55 21 38658173,

E-mail address; mmorgado@ioc. fiocruz br (M.G, Morgado).

0264-410X/3 - see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http: /dx.doiorg/10,1016/j.vaccine. 2012.12.023
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tion [4] and for the development of reagents to evaluate vaccine
immunogenicity. Even within the same HIV-1 subtype the amino
acid sequence can diverge by =15%, whereas genetic distances
between isolates of distinct subtypes can exceed 30% depending
on the genomic region analyzed [5].

In areas where different HIV-1 subtypes co-circulate, this diver-
sity is reflected in the emergence of unigue recombinant forms
and CRFs. In Brazil, the subtype B is prevalent in most geographic
regions, followed by BF1 recombinants, and subtype F1 [6-9].
This scenario is different in the Southern Brazilian region, where
subtype C and BC recombinants are highly prevalent [10]. The co-
circulation of subtype B and BF1 recombinants is also found in other
South American countries, such as Argentina, Chile, Uruguay and
Paraguay [11-13].
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A globally effective vaccine should protect against a variety of
HIV-1 genetic forms. To overcome this diversity, several strate-
gies of immunogen design have been proposed, as inclusion of
distinct HIV subtype target antigens [2] engineered antigens, such
as polyvalent mosaic [14] and centralized [15-18] sequences. The
goal of these strategies is to reduce the amino acid sequence
distance between immunogens and circulating viruses. Since
HIV-1 phylogeny present a star-like configuration, the use of a
“central sequence” should diminish the amino acid difference
between immunogens and circulating virus [16]. Among central-
ized sequences, consensus sequences have been commonly used
to evaluate immune responses in HIV-1-infected subjects [19-22].
Vaccines based on consensus sequences stimulated cross-subtype
responses in animal models [23-25], and cross-reactivity was
detected using peptides based on the consensus of target regions
in cohorts from different ethnicities infected with diverse subtypes
[26-28].

Evaluation of cross-reactivity responses among HIV-1 subtypes
prevalent in South America are scarce, and the high miscegenation
of the Brazilian population offers a heterogeneous HLA background
to study T cell responses in HIV-1 infected subjects [29]. The objec-
tive of this study was to evaluate the potential usage of consensus
sequences for the definition of viral immunogens, and to analyze
the cross-subtype responses in a cohort of HIV-1 subtype B-, C-, and
Fl-infected Brazilian subjects. An additional strategy of immuno-
gen design, here called closest viral isolate (CVI), which was based
on the identification of the circulating virus with the lowest genetic
distance to the consensus in a given population, was also evaluated
in this study.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The study included 32 Brazilian subjects infected with HIV-1
subtypes B (n=13), C (n=11), and F1 (n=8), followed at Hospi-
tal Evandro Chagas (Rio de Janeiro, R]), Hospital Geral de Nova
Iguacu (Nova Iguacu, RJ), and Hospital Homero de Miranda Gomes
(S3do José, SC). All subjects have detectable viral load and lympho-
cytes TCD4™ counts > 200 cells/ L. The study was approved by the
respective Institutional Review Committees and all participants
gave written informed consent.

2.2, Cells

Blood was collected by sterile venipuncture, and samples were
processed on the day of collection. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) were isolated by density gradient centrifugation using
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich, USA), and cryopreserved in 90%
fetal bovine serum (FBS-Gibco, Invitrogen, USA), and 10% dimethyl
sulfoxide (Sigma-Aldrich, USA).

2.3. Lymphocytes T CD4™ counts and viral load

Absolute TCD4* cells counts were measured using the MultiTest
TruCount-kit and the MultiSet software on a FACSCalibur (BD Bio-
sciences, USA). Plasma HIV-1 viral loads were measured using the
Versant HIV-1 3.0 RNA assay (bDNA, Siemens Healthcare Diagnos-
tics, USA).

2.4. Extraction, PCR amplification, and sequencing of HIV-1 DNA
DNA samples were extracted from whole blood using QIAamp
viral DNA Kit (QIAgen Inc., USA), according to the manufacture’s

protocol, and PCR-amplified using nested primers. Amplification
of gag region was performed using SCAOSD [30] and G17 [31] as
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outer primers, and SCANSD [30] and p24-1 [32] as inner primers.
Amplification of the nef fragment was carried out using NEF-1 [33]
and SCDOAD [30] as outer primers, and NEF-3 [34] and SCDNAD
[30] as inner primers. PCR conditions were performed as described
elsewhere [6].

PCR products were purified with Illustra GFX PCR DNA Kit (GE
Healthcare, USA), and sequenced using the Big Dye Terminator v3.1
Kit (Applied Biosystem, USA). Sequencing reactions were analyzed
with an ABI 3100 automated sequencer. Sequences were edited
with Seqman v7.0 program (DNASTAR; Lasergene, USA).

2.5. Consensus and closest viral isolate (CVI) sequences

A total of 220 Brazilian sequences were retrieved from the
Los Alamos HIV database (http://www.hiv.lanl.gov), and from
the sequence database from our laboratory (subtype B [gag=21,
nef=51], subtype C [gag=34, nef=45], and subtype F1 [gag=31,
nef=38]). They were used to infer the subtype B, C, and F1 Brazilian
consensus sequences of gag and nefregions employing the software
Dambe v.5.0.10. Group M-consensus sequence was retrieved from
the Los Alamos HIV database. The subtype B, C, and F1 Brazilian
sequences, with the lowest genetic distance to the correspond-
ing subtype consensus in both gag and nef regions, were defined
as the closest viral isolates (CVI). Nucleotide distance between
sequences and subtype consensus sequences were calculated using
the Tamura-Nei model as implemented in MEGA v40 [35]. Amino
acid sequences were obtained by translating consensus and CVI
nucleotide sequences.

2.6. Synthetic peptides

Sets of peptides (15-mers with 11-aa overlaps) based on the
Brazilian consensus and CVI subtype B, C, and F1 covering Gag
(amino acids 17-43, and 64-103 related to the HXB2 Gag protein),
and Nef (amino acids 68-160 related to the HXB2 Nef protein) frag-
ments were produced by polypeptide (USA). These regions were
chosen based on a previous study from our group [36], that showed
high frequencies of responses to these positions in Gag p17 and
the Nef central region. Overlapping peptides were divided into two
pools for Gag p17 and four pools for Nef, according to the position
in protein. The final concentration of each peptide within a peptide
pool was 4 pg/mL.

2.7. IFN-y ELISpot

The ELISPOT IFN-y assay was performed as described previ-
ously [37]. Briefly, 96-well plates (Millipore, USA) were coated with
anti-human [FN-y mAb (Diaclone, France). HIV-1 peptide pools
were diluted in complete culture medium [RPMI 1640 (Sigma,
USA) supplemented with 10% of FBS, Penicillin-Streptomycin
(10,000 U-10,000 pg/mL), L-glutamine 200mM, non-essential
amino acids 10 mM, and sodium pyruvate 100 mM (all purchased
from invitrogen, USA)]. PBMCs were added at an input cell number
of 1% 10° cells/well. Phytohemagglutinin-5 pg/ml (Sigma, USA)
was used as a positive control, and cells suspended only in cul-
ture medium served as a negative control. The spots were counted
using an automated ELISPOT reader (CTL Analyzers LLC, Cellu-
lar Technology, USA). The results were expressed as spot-forming
cells (SFC)/million PBMCs. The response was considered positive if
=50 SFC/10° PBMCs were detected.

2.8. Statistical analysis
Statistical analyses were performed using GraphPad 5.0 (Prism

Software, USA). The Wilcoxon test was used to compare genetic
distance between infecting viral sequences and consensus or CVI
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Table 1

Summary of viral load and CD4+ T cell counts according to the HIV-1 subtype infection.

Laboratory data, HIV-1 subtypes (number of participants)
median (IQRs)

Subtype B (13) Subtype C(11) Subtype F1(8) Overall (32)
Plasma HIV RNA level, 3,483 12,663 12,915 8,543
CDpiES,IImL‘ (375-12,521) (920-16,200) (3,738-32,396) (911-15,711)
CD4* T cell count 736 519 648 617
cells/pl’ (565-1,014) (431-654) (353-842) (485-790)

" No significantly differences were observed among the CD4* T cell count and viral load. All p values > 0.05.

sequences, and the magnitude of responses against consensus and
CVI peptides. The Friedman test was performed to compare genetic
distances and the magnitude of HIV-1 cross-subtype responses,
followed by a Dunn's post-test for multiple comparisons. Corre-
lations were determined using Spearman’s rank test. All tests were
considered significant if the p value was below 0.05.

3. Results
3.1. Study population

The summary of laboratory data for subjects included in this
study, distributed according to the subtype of the HIV-1-infecting
virus, is presented in Table 1. Overall, the median of absolute lym-
phocyte T CD4" cell count was 617 cells/pL (IQR = 485-790), and
the median of plasma RNA viral load (VL) was 8,543 copies/mL
(IQR=911-15,711). No statistically significant differences were
found for VL and CD4T cell counts among the groups.

3.2. Genetic distance to consensus and CVI of HIV-1 subtypes B, C,
and F1

The mean genetic distances between the Brazilian sequences,
used to derive consensus, and the corresponding subtype consen-
sus for gag and nef regions were: 3.9% and 5.3% for subtype B; 3.0%
and 3.2% for subtype F1; and 3.7% and 4.1% for subtype C, respec-
tively. The genetic distances between the CVI sequences and the
corresponding subtype set of sequences were: 5.8% (gag) and 6.8%
(nef)forsubtype B; 4.9% (gag) and 5.2% (nef) for subtype F1; and 5.8%
(gag) and 4.2% (nef) for subtype C. Phylogenetic trees of gag and nef
genes showing the positions of both consensus and CVI sequences
are presented in Supplemental File (Fig. 51).

Next, we determined the mean genetic distance between con-
sensus and CV1 overlapping peptide sequences for each target used
for the ELISpot I[FN-v assays and the viral amino acid sequence of
each study subject. The mean genetic distances to consensus and
CVI were similar for all subtypes on both regions analyzed, with
exception of subtype B infected subjects that displayed significantly
(p=0.0015) lower mean genetic distance to consensus (8.6%) than
to CVI(13.8%)in the Gagregion (Fig. 1A and B). These results suggest
that the capacity of both consensus and CVI sequences to minimize
the genetic distance to Brazilian circulating viruses was roughly
similar, although they might vary according to the genetic region
and subtype considered.

3.3. Immune response to consensus and CVI of HIV-1 subtypes B,
C, and F1

To compare the capacity of peptide pools corresponding to CV1
and consensus sequences of HIV-1 subtypes B, C, and F1 to elicit T
cellresponses, the median of the magnitude of responses was calcu-
lated based on the sum of the number of IFN-y-secreting cells/10%
PBMCs for each Gag or Nef peptide set. Consensus and CVI peptides
showed similar median of magnitude of responses, independently
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of subtype evaluated (Fig. 1C and D) for both regions. The
overall magnitude of response to Nef was higher than to Gag
peptide pools. It is important to indicate that F1 subtype-infected
subjects showed higher responses to Gag peptides than those
infected with subtypes B or C.

3.4. Cross-reactivity responses among subtype B, C, F1 and group
M

Intra and inter pairwise distances were calculated based on the
amino acid sequence of each sample against consensus peptides
used as ELISpot reagent (Fig. 2A and B). The mean intra-subtype
genetic distances were significantly lower than the mean inter-
subtype, except for the subtype Fl1-infected patients that displayed
amean genetic distance to consensus F1 (8%) similar to consensus B
(7.2%) in Nefregion. Mean genetic distances to M consensus ranged
from 14 to 24% for Gag and 10-13% for Nef.

The degree of cross-reactivity to each subtype consensus and
group M peptides was evaluated in Gag and Nef. Positive response
to at least one consensus peptide set was detected for 93% of the
patients. In contrast with what was observed in genetic distances,
the mean magnitude of responses, expressed as SFC/10° PBMCs, in
subtype B-infected individuals, showed no significantly differences
against the four peptides sets tested in both Gag and Nef. In subtype
C-infected subjects, the mean magnitude of responses to consensus
C (Gag=190; Nef=628) were significantly higher than to consen-
sus B (Gag=24; Nef=463), consensus M (Gag=35; Nef=421), and
consensus F1 (Nef=368). In subtype Fl-infected subjects, similar
to observed in subtype B-infected subjects, a high cross-reactivity
was demonstrated to consensus B and M. However, the magnitude
of responses to consensus C, in Gag, was significantly lower (Fig. 2C
and D).

3.5. Correlation between genetic distance and magnitude of T cell
responses to Gag and Nef peprides

The genetic distance between the viral infecting sequences
from the three groups and consensus B, C, F1, and group M pep-
tides had a significant impact on the anti-Gag T cell responses,
demonstrated by a negative correlation (Spearman’s r=-0.2227;
p=0.0145) (Fig. 3A), while no significant correlation was observed
for Nef (Fig. 3B).

4. Discussion

The genetic diversity of HIV-1 is considered one of the major
challenges for the design of effective vaccines. One of the most pop-
ular strategies of immunogen design proposed to overcome this
problem is the use of centralized sequences, such as consensus,
that are also frequently used to derive reagents to assess immune
responses in HIV-infected subjects. In the present study, we com-
pared the capacity of consensus sequences, and primary isolate
sequences that most closely resemble consensus (CVI), to both
reduce the genetic distance and maximize the immune response
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Fig. 1. Comparison between consensus and CVI peptides. Amino acid distances between infecting viral sequences and peptides derived from consensus and CVI sequences
from subtype B, C, and F1 in Gag (A) and Nef (B). Magnitude of T cell responses from HIV-1 subtype B-, C-, and Fl-infected subjects, stimulated with Gag (C) or Nef (D)
peptides pools based on consensus and CVI sequences from subtype B, C, and F1. Responses > 50 5FC/10° PBMCs were considered positive. P values were calculated using the

Wilcoxon test.

against the three prevalent HIV-1 subtypes circulating in Brazil: B,
C,and F1.

Previous studies demonstrated a high similarity between con-
sensus and isolate sequences most similar to consensus (>80%
in Gag and >70% in Nef), and also a high percentage of positive
responses in IFN-y ELISpot assays against peptides derived from
isolate sequences [38-40]. However, no comparison has been per-
formed between consensus and isolate sequences in context of T
cell immune response. Here we demonstrate that the CVIsequence
is similarly powerful for both reducing the genetic distance to circu-
lating viruses, and for the detection of HIV-specific T cell responses
to Gag and Nef when compared to consensus for all three subtypes
analyzed.

For vaccine design, it is of paramount importance the iden-
tification of cross-reactive HIV antigens to cover the high HIV
diversity. Several studies indicate that Gag and Nef highly con-
served epitope regions are commonly recognized, and give rise to
high inter-subtype cross-reactive T-cell responses [26,28,41-43];
although the overall frequency and magnitude of inter-subtype
T-cell responses is typically lower than that of the intra-subtype
[26,28,44). We found a high cross-subtype response between
subtype B and F1 for both Gag and Nef regions, compara-
ble to the frequency and/or magnitude of intra-subtype T-cell
responses. This data is in agreement with a previous study that
also described a high T-cell cross-reactivity between subtypes B
and F1 among HIV positive individuals from Argentina using Nef
peptides [45]. High cross-reactivity between subtypes B and F1
have also been observed for neutralizing antibodies [46]. These
results open a good perspective for vaccine design for coun-
tries where these two subtypes are predominating, as in South
America.
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No significant difference in the magnitude of the responses
to subtype B and C Gag and Nef consensus peptides was found
among subtype B-infected subjects, consistent with other studies
demonstrating a similar magnitude or breadth of T cell responses
to subtype B and C peptides in populations infected mainly with
subtype B [38,43]. In contrast, the magnitude of T cell responses to
consensus C peptides in the Gag region was significantly higher
than to consensus B peptides among HIV-1 subtype C-infected
subjects. Previous studies with subtype C-infected subjects also
demonstrated a lower magnitude of response to subtype B con-
sensus when compared with intra-subtype responses [26,28].
Significant differences in the level of cross-subtype responses
were also observed between subtype C and F1. Among subtype C-
infected subjects, the median magnitude of responses to consensus
C was higher than to consensus F1 peptides in Nef, whereas among
subtype Fl-infected subjects the median magnitude of responses
to consensus F1 peptides in Gag was higher than to consensus C
peptides.

Consensus group M based immunogens have been proposed as
an alternative to vaccine design in regions where different subtypes
co-circulate [27,47]. Peptide pools based on group M consensus
sequences detected responses of similar breadth and magnitude
as did consensus B or consensus C peptides in subtype B- and C-
infected patients, respectively [27]. Gag and Nef peptides derived
from HIV-1 consensus group M also detected responses in subtype
Al and D infected subjects [47] demonstrating that this strategy
is useful for different subtypes. Our results confirm that group M
consensus peptides were as efficient as subtype-specific consen-
sus peptides for subtype B- and Fl-infected subjects, but not for
subtype C-infected patients. Among subtype C-infected patients,
group M consensus peptides elicited a significant lower magnitude
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in Gag (A) and Nef (B). Magnitude of T cell responses from HIV-1 subtype B-, C-, and F1-infected subjects, stimulated with Gag (C) and Nef (D) peptides pools based on subtype
B, C, F1, and group M consensus sequences. Responses = 50 SFC/10° PBMCs were considered positive. P values were calculated using Friedman's test followed by a Dunn's

post-test for multiple comparisons.

of response than subtype C consensus peptides. This difference in
T cell response to peptides derived from group M and subtype C

consensus was not observed in

a study of Bansal et al. [27], that

found a similar level of responses against group M and subtype C

consensus in Zambians subtype

C HIV-1 infected subjects.

The extensive genetic diversity of the HIV-1 group M isolates and
its implications for vaccine design have long been debated. While
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some studies point to an influence of genetic distance on T cell
responses, others were unable to detect a correlation between these
variables [18,26,43,48]. We found a significant negative correlation
between amino acid genetic distance and ELISpot IFN-vy responses
in Gag, but no correlation was demonstrated in Nef. Although the
genetic distances to the homologous consensus peptides in Nef
were significantly lower than to heterologous consensus ones, the
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distance between autologous viral sequences and consensus sequence. P values were determined by the Spearman rank test.
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magnitude of intra-subtype and inter-subtype responses was quite
homogenous for most comparisons in this region. Finally, although
the mean genetic distance among prevalent Brazilian subtypes
was roughly similar, we observed that the level of cross-subtype
response between subtypes B and F1 was higher than between
subtype C and B or between subtype C and F1. These data demon-
strate that associations between T cell responses and phylogenetic
proximity are complex.

Our data demonstrate that peptide pools based on natural CVI
strains are able to minimize the genetic distance to circulating
viruses and to detect responses of similar breadth and magnitude
as peptides based on artificial consensus sequences. They also indi-
cate that the significance of the HIV-1 group M genetic diversity
for vaccine design may be dependent of the subtypes involved and
the genomic region considered. We also point out that the nega-
tive impact of genetic distance on T cell recognition could be more
important for Gag than Nef. Overall, these results emphasize that it
is probably necessary to use a multi-subtype immunogen to match
the predominant HIV-1 subtypes that circulate in the Brazilian pop-
ulation, especially if peptides based on Gag are included in the
vaccine formulation.
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Fig. S1. Unrooted neighbor-joining phylogenetic trees. Phylogenetic tree of 21 Brazilian
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Morgado.

Periddico: Trabalho em fase de submissdo ao Journal of Acquired Immune

Deficiency Syndromes

Um raro grupo de individuos infectados pelo HIV-1 é capaz de controlar a
replicagéo viral naturalmente, e sdo denomidados controladores de elite (EC). Esse
grupo tem sido alvo de intensivos estudos, no entanto, 0s mecanismos responsaveis
pelo controle ainda ndo estdo totalmente elucidados. Nesse trabalho foi feita uma
avaliacdo de parametros virolégicos, genéticos e imunoldgicos em individuos
infectados pelo HIV-1, incluindo grupos de controladores: 1) Controladores de Elite
(EC, n=7) com CV <80 cépias/mL em todos os pontos; 2) Controladores de Elite com
Blips (EEC, n=5) com CV>80 cépias/mL em apenas 30% dos pontos e 3)
Controladores Virémicos (VC, n=7) com CV <5,000 cépias/mL e >80 copias/mL em
mais de 30% dos pontos. Individuos infectados pelo HIV-1 nao tratados (NC) ou em
tratamento antirretroviral (HAART) e individuos nao infectados pelo HIV-1 foram
analisados como grupos controles. A coorte de controladores foi enriquecida em
alelos protetores HLA-B, B*27 e B*57. O nivel de DNA total e integrado do HIV-1 foi
significativamente menor nos EC do que o observado nos NC e HAART. Formas
circulares de 2-LTR né&o foram detectadas nos EC, mas foram detectadas em EEC
(3/5) e em VC (6/7). Enquanto EC e EEC mantém contagens normais de células T
CD4* ao longo da infeccédo, alguns VC apresentam uma perda progressiva dessas
células. Uma frequéncia maior de células T CD8* ativadas foi observada em EEC e
VC quando comparada a individuos néo infectados. Os EEC também apresentaram
maior translocagdo microbiana, avaliada pela concentracdo de sCD14 no plasma,
quando comparados com individuos néo infectados. Os EC demonstraram uma
resposta de células T fraca frente a Gag/Nef e uma proporcdo de anticorpos 1gG
anti-HIV menor que EEC, VC e NC. Esses resultados demonstram que EEC e VC
sdo capazes de montar uma resposta imune especifica mais forte frente a estimulos
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do HIV-1, mas paralelamente apresentam maiores niveis de ativacdo imune,
translocagcdo microbiana e maior reservatério viral comparado aos EC. Destacando
assim, a heterogeneidade dos individuos capazes de controlar a replicacdo viral e
reforcando a necessidade de uma classificacdo mais precisa de individuos

infectados pelo HIV-1 com diferentes niveis de controle da replicacao viral.
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ABSTRACT

Background: The mechanisms behind natural control of HIV replication are still unclear, and
several studies pointed that elite controllers are a heterogeneous group.

Methods: We performed analyses of virologic, genetic and immunologic parameters of HIV-
1 controllers groups: 1) Elite Controllers (EC; VL <80 copies/mL); 2) Ebbing Elite
Controllers (EEC; transient viremia/blips); and Viremic Controllers (VC; detectable viremia
<5,000 copies/mL). Untreated non-controllers (NC), patients under suppressive HAART and
HIV-1 negative individuals were analyzed as controls.

Results: Total and integrated HIV-1 DNA for EC were significantly lower than for NC and
HAART groups. 2-LTR circles were detected in EEC (3/5) and VVC (6/7) but not in EC. While
EC and EEC maintain normal T cell counts over time, some VC displayed negative CD4+ T
cells slopes. VC and EEC showed a higher percentage of activated CD8+ T cells and
microbial translocation than HIV-1 negative controls. EC displayed a weaker Gag/Nef IFN-y
T cell response and a significantly lower proportion of anti-HIV IgG antibodies than EEC,
VC and NC groups.

Conclusion: EEC and VC mount a stronger HIV-specific immune response, but experience
increases in immune activation, microbial translocation and size of the HIV-1 reservoir

compared to EC, highlighting the heterogeneity of the HIV controllers.

Key words: HIV-1, elite controllers, viral load blips, ongoing replication, immune activation,

immune response.

47



INTRODUCTION

A small percentage (<1%) of HIV-1 infected individuals spontaneously control viral
replication to levels below the limit of detection of standard clinical assays (50-400 RNA
copies/mL). They are usually called HIV controllers (HIC) or elite controllers (EC) 2. An
initial study described the EC as a homogenous group of HIV-infected patients 3, but
subsequent analyses revealed a more heterogeneous scenario “°. While some EC maintain
stable CD4" T cell counts within the normal range and no evidence of chronic immune
activation over time when compared to HIV negative subjects,  others display higher CD4"
and CD8" T cell activation levels and a significant loss of CD4" T cell 8, Markers of
microbial translocations are higher in some EC than in HIV-negative individuals and correlate
with T cell activation levels 8.

The role of the HIV-specific cellular immune response as a mechanism of natural
control of HIV-1 replication in EC is also controversial. The overall level and functionality of
HIV-specific CD8* T cells in EC is highly variable among individuals *#¢115 Indeed, based
on the capacity of CD8" T cells to suppress HIV infection ex vivo, the EC were classified as
strong and weak responders °. In addition, while various EC cohorts are enriched by some
HLA class | alleles, including B*27 and B*57 that have been associated with HIV control >1¢-
18 other EC individuals do not encode these alleles. Moreover, several HIV infected patients
harboring B*27 and B*57 HLA alleles are not able to control viral replication at such low
levels +1°,

These data suggest that the EC phenotype is probably a multifactorial phenomenon
that results from the combination of several host and/or viral factors. Despite this, few studies
are able to perform comprehensive analyses associating virologic, genetic and immunologic
data to characterize EC. Furthermore, the criteria used to classify EC patients in different

cohorts varies based on the viral load (VL) cut-offs (<50 to <400 copies/mL) and time of HIV
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control (1 to >10 years), which also influence the underlying characteristics of the selected
patients. Here, we performed a comprehensive analysis of virologic, genetic and immunologic
profiles of a cohort of HIV-1-infected patients who naturally control viral replication at

distinct levels.

PATIENTS AND METHODS
Patients
A cohort of 19 HIV controllers has been followed-up at the Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI), Rio de Janeiro, Brazil. For the present study, these HIV controllers
were classified in three categories: (1) Elite controllers (EC), including patients presenting
100% of VL measures <80 copies/mL (n=7); (2) Ebbing elite controllers (EEC), including
patients with occasional episodes (<30% of frequency) of transient viremia between 81-400
copies/mL (n=5); and (3) Viremic controllers (VC), patients with consistently detectable
plasma viral load in the low range (<5,000 copies/mL) (n=7). Untreated non-controller (NC)
patients (n=30) with high viral load levels (>10,000 copies/mL), patients under suppressive
HAART (n=13) and HIV-1 negative controls (n=10) were also included in the analysis for
comparisons. The present work was approved by the IPEC Institutional Review Board
(Addendum 049/2010) and the Brazilian National Committee for Research Ethics (CONEP
840/2008). All subjects gave written informed consent.
CDA4 T cell counts and RNA viral load quantification

Absolute CD4" T cells counts were obtained using the MultiTest TruCount-kit and the
MultiSet software on a FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, USA). Plasma HIV-1
viral loads were measured using the nucleic acid sequence based amplification (NASBA)
system (Nuclisens, Organon Teknika) and the Versant HIV-1 3.0 RNA assay (bDNA,
Siemens Healthcare Diagnostics, USA).

HIV subtype classification
49



Subtype was determined based on the gag, pol and/or nef HIV-1 genomic regions.
DNA extraction, PCR amplification, and sequencing were performed as previously described
2021 Subtype determination was inferred based on phylogenetic analysis (Neighbor-Joining
with Kimura-2 parameters correction, as available in the Mega 5.1 package).
HLA and CCR5 genotyping

HLA-B typing was performed as previously described ?2. The presence of the A32
variant in CCR5 was assessed by PCR amplification/agarose gel electrophoresis. For the
wild-type allele, a 239bp fragment was detected and a 207bp fragment corresponded to the
mutant allele. Primers are described in Supplementary table 1.
HIV-1 total, integrated and 2-L TR DNA quantification

Total and episomal DNA were extracted as previously described 2. Chromosomal
DNA was purified from the SDS-precipitate recovered during the purification of episomal
DNA, following the same protocol described for total DNA extraction. HIV total and
integrated DNA and CCR5 were measured by a single step real time PCR protocol. PCR
conditions were as previously described 23, primers and probes are detailed in Supplementary
Table 1. Standard curves were generated using a plasmid containing two copies of HIV LTR
and two copies of CCR5 gene. The values were normalized based on cell numbers estimated
by CCR5 quantification and are expressed as the number of DNA copies/106 PBMC.
T-cell activation analysis

Cryopreserved PBMCs were thawed and immediately stained for anti-CD8-
FITC/CD38-PE (BD Simultest, BD Biosciences, USA), anti-CD3-APC, and anti-HLA-DR-
PerCP (BD Biosciences, USA). Samples were acquired using a BD FACSCalibur flow
cytometer, and analyses were performed with BD CellQuest software (BD Biosciences,
USA).

Quantification of soluble CD14 (sCD14) plasma levels
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The microbial translocation was estimated based on the level of sCD14 in plasma.
Plasma levels of sCD14 were assayed in duplicate using ELISA assay-sCD14 Quantikine
(R&D Systems, USA), according to the manufacturer’s protocol. The results were expressed
as pg/mL.

Serological testing (BED-CEIA)

The proportion of anti-HIV-1 1gG in comparison to total IgG was measured in plasma
samples by a quantitative competitive capture enzyme immunoassay - Calypte HIV-1 BED
Incidence EIA (Calypte Biomedical Corporation, USA) 2.

IFN-y ELISpot

The IFN-y ELISPOT assay was performed as previously described % Peptides were
derived from HIV-1 Gag and Nef consensus subtype B, C and F1, previously described 2°,
and for each patient, was used a subtype homologue consensus peptides. Phytohemagglutinin-
5ug/mL (Sigma, USA) was used as a positive control, and cells resuspended only in culture
medium served as a negative control. The spots were counted using an automated ELISPOT
reader (CTL Analyzers LLC, Cellular Technology, USA). The results were expressed as spot-
forming cells (SFC)/million PBMC. The response was considered positive if > 50 SFC/10°
PBMC were detected.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using GraphPad 5.0 (Prism Software, USA) and
Epi Info Version 6 2. DNA quantification analysis, CD4 slope, CD8 T cell activation, sCD14
and ELISPOT IFN-y data were analyzed using Mann-Whitney test to compare variables
between two subjects groups. Chi-square tests (or Fisher’s exact tests, when appropriate) were
used for HLA-B allelic frequencies and 2-LTR positive PCR percentages comparisons among
groups. Correlations were performed using the Spearman test. All tests were considered

significant if the P value was < 0.05.
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RESULTS

Clinical, epidemiological, and genetic characteristics of HIV controllers

The clinical, epidemiological and genetic data of the 19 HIV controllers included in the
present study are displayed in Table 1. The median time of follow-up (estimated time of HIV
control) was nine years (IQR: 7-12 years). The median age for the HIV controllers cohort was
44 years old (IQR: 42.5-44.0 years old), and females (58%) were more frequent than males.
The distribution of subtype B, F1, C and BF recombinants among HIV controllers, is in
accordance with the overall HIV-1 molecular epidemiologic scenario in Rio de Janeiro state
27.

The HLA-B alleles B*27 and B*57, classically associated with HIV-1 control, were
found among our cohort of HIV controllers. Three individuals - all VC - presented HLA-
B*27 (allelic frequency= 7.9%); and four individuals — two EC and two VC — presented
HLA-B*57 (allelic frequency= 10.5%). Three out of 19 patients (one EC, one EEC and one
VC) were heterozygous for the CCR5A32, but we did not identify any patient homozygous
for this mutation. No statistical difference was observed in the comparison of the host genetic
markers among the three HIV controllers groups.

HIV controllers have a limited HIV-1 reservoir

The level of total and integrated HIV-1 DNA was determined for the three groups of HIV
controllers as well as for NC and HAART groups (Figure 1A and 1B). Total and integrated
HIV-1 DNA were significantly lower for the EC group in comparison to both NC (P= 0.0003
and P= 0.0005) and HAART (P= 0.0005 and P= 0.0004) groups. The levels of total and
integrated HIV-1 DNA for the EEC were higher than the observed for EC, but
also significantly lower in comparison to NC (P= 0.0028 and P= 0.0052). VVC displayed HIV
DNA levels in a mean range between EC/EEC and HAART/NC, significantly lower than NC

(P=0.0078 and P=0.0492, respectively). Plasma HIV-1 RNA viral load correlated positively
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with both total and integrated HIVV DNA for the patients analyzed here (r = 0.78) (Figure 1D
and 1E).

2-LTR circles are detected in EEC and VC but not in EC

In order to assess whether residual HIV replication occurs in these HIV controllers, we
quantified the 2-LTR circles (Figure 1C). The 2-LTR circles were not detected in EC patients,
but were detected in three out of five EEC (P = 0.0455) and six out of seven VC (P = 0.0047).
The levels of 2-LTR circles were significantly lower for EEC and VVC in comparison to NC (P
= 0.0104 and P = 0.0192, respectively). Of note, nine out of 13 patients under HAART had
detectable 2-LTR circles and in higher levels than the HIV controller groups. The levels of 2-
LTR HIV DNA correlated positively with HIV-1 RNA viral load (Figure 1F), and with total
and integrated HIVV DNA (data not shown).

HIV replication at a low level may induce a loss of CD4* T cells

The median of CD4" T cells counts in the peripheral compartment of EC was significantly
higher than that of EEC, VC, and NC patients (P = 0.0480, 0.0175 and 0.0005, respectively)
(Figure 2A). EEC patients also displayed significantly higher CD4" T cells counts that NC
patients (P = 0.0032) (Figure 2A). All groups of HIV controllers displayed CD8" T cells
counts significantly lower than the NC group (P < 0.01) (Figure 2B). All EC and EEC
displayed nearly flat or positive CD4" T cells slopes over time; whereas two VC and most NC
displayed negative CD4" T cells slopes (Figure 2C). The CD4*/CD8" T cell ratio in all EC
(except one) and EEC was >1; while three VC and all NC displayed a CD4*/CD8" T cell ratio
<1 (Figure 2D).

Transient and persistent low viral replication induce activation and microbial
translocation

The level of activated CD8" T cells in EC was comparable to the level observed in HIV-
uninfected participants (Figure 3A). However, a higher activation was observed in EEC than

in HIV-uninfected individuals (P = 0.0027), but lower than in NC (P = 0.0414) (Figure 3A).
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Despite of the high dispersion, the median of CD8" T cell activation in VVC was higher than in
HIV-uninfected participants (P = 0.0020) and similar to NC (Figure 3A). The median of
sCD14 concentration in plasma of HIV-infected individuals was higher than in HIV
uninfected, although differences were only significant for EEC and NC groups (Figure 3B).
HIV specific immune responses were influenced by transient viral load

The proportion of anti-HIV-1 1gG antibodies and anti-HIV-1 IFN-y CD8" T cells were
analyzed in the different HIV-infected groups. No significant differences were observed in the
proportion of anti-HIV-1 1gG among EEC, VC and NC groups, conversely, the median
proportion of anti-HIV-1 1gG of EC was significantly lower than that found in the other
groups (P = 0.0177; 0.0041; 0.0185; respectively) (Figure 4A). Three EC displayed a
remarkably low proportion of anti-HIV-1 1gG [normalized optical density (ODn) < 0.8 of
calibrator OD], comparable to those seen in recently infected individuals. The magnitude of
IFN-y CD8" T cell responses against both Gag and Nef subtype-specific epitopes in EC also
showed a trend towards lower values when compared to the other groups, although significant

differences were observed only between EC and VC groups (Figure 4B and 4C).

Plasma RNA viral load is associated with CD8* T cell activation and anti-HIV-1 1gG
antibodies

The percentage of activated CD8" T cells was positively correlated with both plasmatic RNA
viral load (Supplementary Figure 1A) and 2-LTR DNA viral load (Supplementary Figure 1B)
and negatively correlated with the CD4" T cell slope (Supplementary Figure 1C). No
significant correlations were detected between the level of plasmatic SCD14 and percentage of
activated CD8" T cells, plasmatic RNA viral load and 2-LTR HIV-1 DNA (Supplementary
Figure 1D, 1E and 1F). A positive correlation was also observed between plasmatic RNA
viral load and antibody response (Supplementary Figure 2A), but not between plasmatic RNA

viral load and Gag- or Nef-specific T cell responses (Supplementary Figure 2B and 6C).
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DISCUSSION

Studies with EC offer a unique opportunity to understand the mechanisms underlying the
natural control of HIV infection, giving valuable clues to the development of a therapeutic
vaccine and strategies for inducing a durable viral remission in non-controllers patients.
However, the EC status has been shown to be a multifactorial phenomenon, associated with
virus, host genetics and immunity. Here, we show that the presence of transient viremic
episodes and low level persistent HIV replication have relevance in the immune activation
and specific immune responses.

Protective HLA class I alleles, mainly HLA-B*57, are enriched in EC cohorts #1419, In the
present study, we also noted a significant increase in HLA-B*27 and B*57 frequencies among
HIV controllers. These frequencies were also significantly increased (P = 0.01 and P = 0.04,
respectively) when compared with a Brazilian cohort of 218 individuals with distinct AIDS
progression profiles 28, Concerning the CCR5 polymorphisms, the frequencies of the
CCRS5A32 mutation did not vary from that observed among the population of HIV
seronegative individuals  in the present study, contrary to a previous description of a higher
prevalence of CCR5A32 mutation in EC compared to that observed for the general population
Y In our study, neither the HLA-B alleles nor the CCRSA32 frequencies differed
significantly among different HIV controllers groups (EC, EEC and VC), although the
number of patients within each group was too small to detect potential differences.

HIV reservoirs are established very early after HIV infection 2. In the present study, we
assessed viral reservoir by quantifying total and integrated HIV-1 DNA in PBMCs. We
confirmed previous findings that HIV controllers have a smaller reservoir compared to
HAART-treated and patients with a typical progression profile 331, Although there were no

significant differences in the HIV reservoir size among different HIV controller groups, the
55



mean of total and integrated HIV-1 DNA load in EC was lower than in EEC and VC. This is
consistent with a more efficient long-term suppression of HIV replication in EC patients
compared with the other groups and further suggests that the occurrence of transient and
persistent replication in EEC and VC, even at low levels, contributes to replenishment of the
viral reservoir over time. A small HIV reservoir is consistent with a long-term suppression of
HIV replication in EC patients.

Despite the limited HIV reservoir, it has been consistently described that most EC maintain a
persistent low-level viremia and that HIV continues to replicate and evolve overtime 323°, We
evaluated whether ongoing viral replication was taking place in our cohort of HIV controllers.
Consistently, the levels of 2-LTR circles were lower for all groups of HIV controllers than to
NC. 2-LTR circles were not detected in EC patients but were detected in three out of five
EEC patients and six out of seven VC. Of note, the VC patient with undetectable 2-LTR
circles also had undetectable viremia at this time point. To our knowledge, this study is the
first to demonstrate that 2-LTR circles can be detected in EEC, which might be used as a
predictive marker of transient viremic episodes. Further studies with a larger number of
patients must be conducted to validate this hypothesis.

A previous study by Graf and colleagues *° described increased levels of 2-LTR circles in
PBMC from EC compared to viremic non-treated and HAART treated patients. The authors
raised the possibility that a pre-integration restriction mechanism could be taking place in the
EC, but this hypothesis was not confirmed by ex vivo analyses in that cohort. Our findings of
undetectable 2-LTR levels in EC contradict the findings of Graf and colleagues, however our
results strongly correlate with our HIV controllers clinical data. Since the EC patients have
well documented long-term suppression of viremia, markers of ongoing viral replication are
not expected to be detected at high levels ex vivo.

Since persistent viremia can be detected by using ultrasensitive methods in the majority of

HIV controllers, the continuous exposure to viral products might induce a chronic immune
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activation and inflammation in these patients 2. Previous studies demonstrated that some HIV
controllers have a higher level of T cell activation than HIV uninfected subjects 82, while
others show similar levels ’. Here, we investigated the impact of different levels of viremia on
T cell activation and, despite the limited number of patients included in this study, we found a
significantly higher degree of CD8" T cell activation in VC and EEC than in HIV uninfected
individuals. This result indicates that even transient episodes of detectable viremia might
induce chronic immune activation in HIV-infected individuals. Moreover, EEC also presented
a higher level of sCD14 than EC. Chronic immune activation has been pointed as a major
driving force of CD4* T cell depletion in HIV-infected patients *". In our study, CD8" T cell
activation levels were positively correlated with the RNA viral load and the 2-LTR DNA viral
load, and negatively correlated with the CD4" T cell slope, suggesting that ongoing viral
replication accounts, at least in part, for systemic immune activation and possibly CD4" T cell
depletion in our cohort patients. The EEC presented lower CD4" T cell counts than EC,
although no significant decrease in CD4" T cells was observed in this group. This result is in
contrast with Boufassa and colleagues * that showed an association between the presence of
blips and a decrease in CD4" T cell count, although they observed a frequency of blips (<
50%) higher than in our study (< 30%).

Previous studies described the heterogeneity of CD8" T cell responses in elite controllers 45
and based on that heterogeneity EC patients were classified as “strong responders” and “weak
responders” °. Here, based on IFN-y ELISPOT results, we found that most “weak responders”
were EC, whereas EEC and VC mostly correspond to “strong responders”. This is in
agreement with previous studies that also observed an association between the presence of
blips and a stronger CD8" T cell response in EC ® and HAART treated individuals 3, pointing
out the need for a transient or continuous stimulus for maintaining a detectable long-term ex

vivo HIV-1 specific CD8" T cell response.
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No correlation between stronger CD8" T cell response and presence of HLA-B*27 or B*57
was observed, corroborating previous findings “°. Conversely, a recent study evaluated the
impact of HLA-B*57 on the HIV-specific CD8" response in EC, confirming that this allele
plays an important role in the high quality HIVV-specific CD8" T cell response displayed by
these subjects #*. The association between HIV replication and immune response was also
verified when HIV-specific antibodies were evaluated. The proportion of anti-HIV-1 IgG
antibodies in EC was significantly lower than that observed in EEC, VC and NC.
Furthermore, three EC subjects presented levels of anti-HIV-1 IgG lower than the cut-off that
defines recent infection (<6 months from HIV infection), despite being measured more than 5
years after an HIV diagnosis. These results are fully consistent with those previously reported
by our group ' and others #>*3, and support the notion that transient or persistent HIV
replication is also necessary to develop and maintain a high proportion of anti-HIV-1 IgG
antibodies.

Although transient or persistent viremia in the detectable range (>50 copies/mL plasma)
seems to be necessary for maintaining strong HIV-specific cellular and humoral immune
responses over time, we detected one EC patient that presented a strong ex vivo HIV-1
specific CD8" T cell INF-y response and a high proportion of HIV-specific IgG antibodies.
Notably, this subject also presented the highest level of CD8" T cell counts and lowest
CD4/CD8 ratio among EC, while normal levels of CD8" T cell activation were observed.
Taken together, our data reinforce the heterogeneity of the elite controller population and
highlight the importance of viral load “blips” in the virologic and immunologic profile of
these patients. In the present study, we adopted the nomenclature “ebbing elite controllers” to
define the patients with “blips” due to their ability to suppress viral loads after loss of HIV
control. Based on the data presented here, investigation of patients with the same
characteristics in larger cohorts of HIV controllers is warranted in order to elucidate the role

of transient viremic episodes in the evaluation of virus, host genetics and immunity.
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Table 1. Characteristics of the cohort of HIV controllers followed-up in this study.

Year of . Years of CD4 counts
Patient Sex Age HIV HIV Rislc Known HIV Median VL Frequency HLA-B alleles CORS HIV
. . Factor genotype subtype
diagnosis Suppression (IQR)
<80cps/mL 81-400cps/mL  401-5000cps/mL
EC02 F 49 1997 HET 10 1229 100% B*48, B*52 WT/WT B
(1077-1480)
ECO07 F 28 2003 HET 8 2308 100% B*48, B*81 WT/WT BF
(1931-2444)
ECO08 F 41 1996 HET 15 1207 100% B*45, B*57 WT/WT B
(993.8-1355)
EC17 F 62 2001 NI 8 1674 100% B*14, B*15 WT/WT B
(1494-1954)
EC19 M 44 2006 HET 5 972 100% B*44, B*58 WT/WT B
(826.5-1093)
EC26 M 40 2008 MSM 4 1531 100% B*07, B*57 WT/WT BF
(1409-2124)
EC28 M 46 1996 MSM 13 1163 100% B*51, B*58 WT/A32 B
(891.5-1358)
EEC09 M 43 2001 MSM 10 888 79% 21% B*49, B*52 WT/WT B
(710-1054)
EEC11 F 45 1995 HET 10 1078 90% 10% B*49, B*81 WT/A32 B
(959.5-1206)
EEC13 F 58 1993 HET 19 954 73% 27% B*15, B*51 WT/WT B
(718.3-1138)
EEC14 F 42 1999 HET 7 702 75% 25% B*42, B*44 WT/WT F
(652-795)
EEC18 F NI 2001 HET 10 825 86% 14% B*44, B*58 WT/WT B
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(673-940.5)

VC04 F 47 2007 HET 4 770 28% 72% B*27, B*40 WT/WT C©
(718-895.3)
VCO06 M 34 2000 MSM 7 1132 80% 20% B*15, B*48 WT/A32 B
(913-1225)
VC10 M 48 1991 NI 18 1254 22% 52% 26% B*15, B*52 WT/WT B
(1078-1460)
VC12 M 40 2000 MSM 9 1022 23% 15% 62% B*27, B*44 WT/WT B
(872.5-1131)
VC15 F NI 2001 HET 11 735 100% B*56, B*57 WT/WT B
(677-793.8)
VC16 M 45 1997 MSM 9 552 29% 47% 24% B*14, B*57 WT/WT B
(530.5-623.3)
\Vevyg F 36 1998 HET 10 895 35% 18% 47% B*08, B*27 WT/WT B
(757-965.5)
Group . . . .
Frequency Median Median Frequency Median Median Mean Mean Mean Frequency Frequency Frequency
summary
M=43% HET=57% B*27/B*57= 29% WT/A32=14% B=71%
EC 44 2001 8 1229 100% 0% 0%
F=57% MSM=29% Non- B*27, B*57=71% WT/WT=86% BF=29%
M=20% HET=80% B*27/B*57= 0% WT/A32=20% B=80%
EEC 44 1999 10 888 80% 20% 0%
F=80% MSM=20% Non- B*27, B*57=100% WT/WT=80% F=20%
M=57% HET=43% B*27/B*57= 43% WT/A32=14% B=86%
VC 425 2000 9 895 27% 40% 49%
F=43% MSM=43% Non- B*27, B*57=57% WT/WT=86% C=14%

NI: Not informed; HET: Heterosexual; MSM: Man who have sex with man; WT: wild type.
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Figure legends

Figure 1. Quantification of total (A) and integrated (B) viral DNA for HIV controllers,
HAART and NC groups. Quantification of 2-LTR circles for Ebbing Elite Controllers
(EEC), Viremic Controllers (VC), Patients in HAART and Non-Controllers (NC)
groups (C). Relationship between plasmatic viral load and total HIV DNA (D),
integrated HIV DNA (E), and 2-LTR circles (F). The horizontal lines denote median
values. P values for comparison between two groups were calculated using a 2-tailed
Mann-Whitney test. Correlations were calculated using a nonparametric Spearman test.

Data from EC, EEC, VC and NC were used to calculate correlations.

Figure 2. Evaluation of peripheral CD4* (A) and CD8" (B) T cell populations, CD4" T
cell slope (C) and CD4/CD8 ratio among Elite Controllers (EC), Ebbing Elite
Controllers (EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-controllers (NC). The horizontal
bars denote median values. P values for comparison between two groups were

calculated using a 2-tailed Mann-Whitney test.

Figure 3. Percentages of activated (CD38"HLA-DR*) CD8" T cells (A) and level of
sCD14 (pg/mL) in the plasma (B) among HIV-uninfected participants, Elite Controllers
(EC), Ebbing Elite Controllers (EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-Controllers
(NC). The horizontal bars denote median values. P values for comparison between two

groups were calculated using a 2-tailed Mann-Whitney test.

Figure 4. Evaluation of HIV-1 specific responses. Proportion of anti-HIV-1 IgG
determined by BED-CEIA found in Elite Controllers (EC), Ebbing Elite Controllers

(EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-Controllers (NC) (A). Gag- (B) and Nef- (C)
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specific PBMC responses among Elite Controllers (EC), Ebbing Elite Controllers
(EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-Controllers (NC) by IFN-y ELISpot
(SFC/10° PBMC). Open circles represent patients with B*57 and open squares
represent patients with B*27 alelles. Horizontal dashed line represents the conventional
cut-off value (0.8) below which a sample is classified as recent infection (153-day
window period) based on the low proportion of HIV-specific 1gG in the serum/plasma.
The horizontal bars denote median values. P values for comparison between two groups

were calculated using a 2-tailed Mann-Whitney test.

Supplementary Figure 1. Relationship between CD8" T cell activation level and
plasmatic viral load (A), 2-LTR circles (B), CD4" T cell slope (C) and sCD14 (D).
Relationship between sCD14 and plasmatic viral load (E), and 2-LTR circles (F).
Correlations were calculated using a nonparametric Spearman test. Data from Elite
Controllers (EC), Ebbing Elite Controllers (EEC) and Viremic Controllers (VC) were
used to calculate correlations between immunologic parameters and 2-LTR circles. For
all others correlations, data from Elite Controllers (EC), Ebbing Elite Controllers

(EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-Controllers (NC) were used. Not significant

(ns).

Supplementary Figure 2. Relationship between plasmatic viral load and anti-gp41-
binding antibodies (A), Gag- (B), and Nef-specific (C) T cell responses. Correlations
were calculated using a nonparametric Spearman test. Data from Elite Controllers (EC),
Ebbing Elite Controllers (EEC), Viremic Controllers (VC) and Non-Controllers (NC)

were used to calculate correlations. Not significant (ns).
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Supplementary table 1: Description of primers and probes used in this study.

Primers and probes? Sequence (5°-3) Target

M667 CTGGCTAACTAGGGAACCCACTG Total and integrated
4nr GTCTGAGGGATCTCTAGTTAC Total and integrated

C1 TAGACCAGATCTGAGCCTGGGA 2-LTR

C4 GTAGTTCTGCCAATCAGGGAAG 2-LTR

CCRS/f GCTGTCTTTGCGTCTCTCCCAGGA CCR5

CCRS5/r CTCACAGCCCTGTGCCTCTTCTTC CCR5

2nr4nr® AGCCTCAATAAAGCTTGCCTTGAGTGC | Total, integrated and 2-LTR
CCRS5 probe® AGCAGCGGCAGGACCAGCCCCAAG CCR5

@ Primers and probes were purchased from Integrated DNA Technologies-IDT.
b Probes contain the following characteristics: 5°6-FAM™/ZEN™/3"IBAFQ.
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Figure 3
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Figure 4
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Supplementary Figure 1
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4 DISCUSSAO

A pandemia do HIV-1 é a infeccdo emergente mais importante das ultimas
décadas. Embora importantes progressos tenham sido feitos na prevencao de novas
infecgbes e na diminuicdo do numero de mortes relacionadas a aids, ainda ocorrem
aproximadamente 2 milhdes de novas infeccbes por ano (1). O desenvolvimento de
uma vacina é colocado como a melhor estratégia para o controle da pandemia. No
entanto, entre as candidatas a vacina que evoluiram para testes clinicos de eficacia,
apenas uma apresentou resultados positivos, mas com uma modesta eficacia
(31,2%) (49). Dessa forma, € essencial o desenvolvimento de estratégias para a
obtencdo de uma vacina eficiente. Nesse contexto, diversos fatores tém atuado
como obstaculos, entre eles, a diversidade genética do HIV-1 e a falta de correlatos
de protecéo contra a infeccdo ou progressao para a doenca séo elementos centrais.

Uma vez que sequéncias centrais sao capazes de diminuir a distancia
genética entre o imundgeno e sequéncias circulantes (175), esse foi o primeiro
parametro avaliado no presente estudo. Nas comparagbes entre as sequéncias
consenso construidas para cada subtipo com as sequéncias CVI, as duas
estratégias apresentaram uma capacidade similar de reducéo da distancia genética,
com diferenca significativa apenas entre 0 consenso e 0 isolado do subtipo B em
Gag. A introdugcéo mais antiga do subtipo B no Brasil (176) em relagcdo aos demais
subtipos prevalentes, levando a uma maior divergéncia entre a sequéncia consenso
construida e os isolados virais circulantes, poderia ser um dos fatores que tém
impacto na maior distancia observada, no entanto, é importante destacar que essa
diferencga néo foi observada na analise de Nef no mesmo subtipo.

A diferenca observada na distancia genética ndo teve impacto significativo na
resposta de células T aos peptideos derivados do Con B ou CVI B, apesar de ser
obervada uma tendéncia para uma maior magnitude de resposta frente ao Con B.
Nas comparacdes entre Con e CVI envolvendo o subtipo C e F1, a magnitude de
resposta nao diferiu entre as duas estratégias, compativel com os valores similares
de distancia genética. A distancia genética também foi comparada entre os Con do
subtipo B, C, F1 e grupo M, como esperado, a distancia genética intrassubtipo foi
menor que a observada interssubtipo com efeitos variaveis na magnitude de
resposta. Esses efeitos divergentes da distancia genética na magnitude de resposta

podem ser resultantes da tolerancia do HLA ou do TCR a determinadas
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substituicbes de aminoacidos. Diferentes estudos demonstram a capacidade de
ligacdo as variantes de um mesmo epitopo, incluindo estudos com epitopos do HIV-
1, enquanto algumas mudangas de aminoacidos néo tiveram impacto na magnitude
de resposta, outras aboliram, diminuiram ou mesmo aumentaram a resposta (67,
177, 178).

Neste trabalho foi demonstrada uma distancia genética menor em Nef do que
em Gag, o que foi refletido na magnitude de resposta para essa proteina. Apesar de
Gag ser uma das proteinas com maior nivel de conservacao do HIV-1, é importante
destacar que para esse estudo usamos uma porcao central de Nef que também
possui uma regido com alto grau de conservagdo (179). Além da maior distancia
genética, a menor resposta observada para Gag também pode ser efeito da andlise
ter sido realizada apenas frente a uma porcdo da proteina. O uso de Gag inteiro
seria mais adequado, no entanto, devido ao alto custo de sintese dos peptideos, as
andlises foram concentradas na proteina pl7 que apresenta, em geral, uma alta
frequéncia de resposta, principalmente pela presenca do epitopo SL9 (SLYNTVATL)
(180).

Diversos estudos tém avaliado a reatividade cruzada entre diferentes subtipos
do HIV-1 usando sequéncias consenso, no entanto, a maioria envolve o subtipo B, C
ou A (66-70, 181). Poucas informacdes séo disponiveis sobre a reatividade cruzada
de células T envolvendo o subtipo F1 (182). Esse subtipo, bem como formas
recombinantes BF1 possuem um importante papel na epidemia de alguns paises da
América Latina, como Brasil, Argentina e Uruguai (183-185). Uma forte reatividade
cruzada foi observada entre os subtipos B e F1 quando avaliada a resposta frente a
Gag e Nef. No grupo de individuos infectados com o subtipo B, todos os pacientes
gue apresentaram resposta frente aos peptideos do Con B também reconheceram
0s peptideos do Con F1; nos individuos infectados com o subtipo F1, 71% das
respostas foram detectadas com ambos os consensos. Além disso, as medianas de
magnitudes de respostas frente aos dois conjuntos de peptideos foram similares.
Esses dados corroboram os resultados de Turk e colaboradores em 2008 (182), que
também demonstraram reatividade cruzada entre os subtipos B e F1 em Nef. Este
estudo analisou a resposta de individuos infectados com recombinantes BF,
principalmente CRF12_BF, no entanto, € importante destacar que na regiao de nef,
0s virus isolados desses individuos apresentam sequéncia referente ao subtipo F1,

assim como os peptideos derivados do CRF12_BF para essa regiao.
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Na analise da reatividade cruzada entre os subtipos B e C, foram encontrados
resultados discordantes dependendo da regido e do grupo de individuos analisados.
No grupo de pacientes infectados pelo subtipo B, n&o foi encontrada diferenca
significativa tanto na frequéncia como na magnitude de resposta frente aos
peptideos do Con B ou Con C de Gag e Nef, enquanto que em individuos infectados
pelo subtipo C, foi observada uma diferenga significativa na magnitude de resposta
frente ao Con B Gag, mas o mesmo nao foi observado em Nef. A resposta de
células T de individuos infectados com o subtipo B frente a peptideos baseados no
subtipo C também foi observada em estudos anteriores. Yu e colaboradores em
2005 (66) avaliaram a resposta frente a todas as proteinas do HIV-1 em uma coorte
de individuos infectados pelo subtipo B, e observou niveis similares de magnitude e
amplitude de resposta frente ao Con B e Con C, no entanto, em uma analise com
peptideos individuais foi observada uma reducdo na reatividade cruzada, com
apenas 42% das respostas sendo detectadas com ambos 0S consensos.

Outros dois estudos, avaliando a resposta frente a Gag em individuos
infectados pelo subtipo B também demonstraram reatividade frente a peptideos
derivados do Con C (67, 70). Uma menor reatividade de células T de individuos
infectados pelo subtipo C a peptideos derivados do consenso B ja foi observada em
estudos anteriores avaliando a resposta frente a Gag e Nef. Em uma coorte de
individuos de Zambia, infectados pelo subtipo C, foi observada uma magnitude e
amplitude de resposta menor ao consenso B, comparado ao consenso C (68).
Resultados similares foram verificados em uma coorte de individuos sul-africanos
comparando a resposta frente a isolados do subtipo C e ao consenso B (73).

A reatividade cruzada entre os subtipos C e F1 também apresentou
resultados discordantes no nosso estudo, dependendo do alvo da resposta e do
grupo de individuos estudado. N&ao foi encontrada diferenca significativa entre a
magnitude de resposta frente ao consenso C e ao consenso F1, em Gag, na andlise
das respostas de células T de individuos infectados com o subtipo C. Essa
reatividade cruzada foi menor em Nef, com diferenca significativa na magnitude de
resposta entre o Con C e o Con F1. Um padrdo inverso foi observado para os
individuos infectados com o subtipo F1, no qual a magnitude de resposta foi maior
para o Con F1 em Gag comparado ao valor encontrado para Con C, ndo havendo,
no entanto, diferenca entre a resposta aos dois consensos em Nef.

Para a avaliagdo da reatividade cruzada, além dos consensos dos subtipos B,

C e F1, também foi utilizado o consenso do grupo M, uma vez que ele tem sido
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proposto como uma alternativa para regides onde diferentes subtipos circulam (70,
71). Peptideos derivados do consenso do grupo M apresentaram magnitude similar
ao observado para consenso do subtipo homélogo em individuos infectados pelo
subtipo B ou F1. No entanto, essa estratégia detectou niveis significativamente
menores de resposta nos individuos infectados pelo subtipo C. Uma resposta similar
frente ao consenso B e ao consenso M foi observada em estudos com individuos
infectados pelo subtipo B na avaliacdo da resposta especifica para Gag (67, 70). Em
contraste com esses dois estudos e 0s nossos resultados, Frahm e colaboradores
(68) encontraram uma magnitude menor de resposta frente ao consenso M quando
comparada as respostas detectadas com o consenso B em individuos infectados
pelo subtipo B em duas coortes diferentes (Estados Unidos e Peru). No entanto, no
mesmo estudo, essa menor reatividade ao consenso M néo foi observada na coorte
de Barbados. Esse estudo também avaliou a resposta frente ao consenso M, usando
uma coorte de individuos infectados com o subtipo C e, diferente dos nossos
resultados, a magnitude de resposta frente ao consenso C e ao consenso M foi
similar, o que também foi observado em 2006, um estudo de Bansal e colaboradores
(70).

Em geral, a resposta especifica frente a Nef apresentou maior reatividade
cruzada entre os subtipos do que a resposta frente a Gag. Essa maior reatividade
cruzada frente a Nef também foi observada em dois estudos complementares, que
avaliaram a reposta frente a peptideos derivados da sequéncia de isolados virais
dos subtipos A, B e C, que apresentavam maior similaridade com a sequéncia
consenso de cada subtipo, envolvendo coortes de diferentes paises, incluindo o
Brasil (186, 187). E importante destacar que, apesar desses trabalhos terem incluido
individuos infectados com o subtipo F1 ou formas recombinantes BF1, os dados
apresentados nao incluem analises especificas para o subtipo F1. Outra observacéo
do nosso estudo € que, em geral, individuos infectados pelo subtipo C apresentaram
menor magnitude de resposta. A primeira hipétese levantada foi a de que esses
individuos apresentariam maior comprometimento do sistema imune, mas com 0S
dados disponiveis de contagem de células T CD4*, essa ndo parece ser a causa.
Outro fator que poderia ter impacto nessa resposta € o fato do consenso C ter sido
construido com uma maior predominancia de sequéncias originadas do Rio Grande
do Sul, enquanto os individuos avaliados no estudo eram provenientes de Santa

Catarina, no entanto na comparacdo da distancia genética entre a sequéncia
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consenso C e as sequéncias dos virus infectantes, os valores verificados para o
subtipo C foram similares aos observados para os subtipos B e F1.

Em uma analise mais direta do efeito da distancia genética na magnitude de
resposta de células T frente aos peptideos dos quatro consensos avaliados, foi
demonstrada uma correlacdo inversa entre distancia genética e magnitude de
resposta em Gag, mas o0 mesmo néo foi observado em Nef. Diferentes estudos tém
demonstrado resultados discordantes sobre o impacto da distancia genética na
magnitude de resposta. Assim, enquanto em alguns estudos € possivel observar
uma relacdo entre a distancia genética e a resposta, em outros essa relacao parece
nao existir (68, 181, 188), com alguns resultados discordantes até no mesmo estudo,
dependendo da regido alvo ou do grupo de individuos avaliados, como observado
em nossos dados. E importante destacar que as sequéncias consenso utilizadas
para o desenho dos peptideos dos trés subtipos, B, C e F1 e do grupo M
apresentavam diversas regides com alto grau de similaridade e algumas das
respostas identificadas como reatividade cruzada podem ser reflexo da identidade
antigénica nessas regifes. No entanto, ndo foi feita uma andalise com peptideos
individuais para identificacdo precisa da resposta.

Apesar de nosso estudo ter encontrado uma alta reatividade cruzada entre os
subtipos B e F1, ndo € possivel determinar o quanto essa resposta se traduz em
reatividade cruzada antiviral capaz de garantir protecéo contra a infec¢cao ou doenca.
Assim, a préxima etapa do nosso trabalho foi caracterizar uma coorte de individuos
controladores da replicacdo viral, incluindo alguns LTNP para melhor definicdo do
perfil associado a protecdo nesses pacientes. Os peptideos baseados nos
consensos construidos no estudo anterior foram utilizados para avaliar a resposta de
células T de individuos capazes de controlar a replicacdo viral e/ou a progressao
para a aids, usando o consenso do subtipo homélogo para cada paciente.
Inicialmente avaliamos a resposta dividindo os individuos em trés grupos de acordo
com o controle da replicacdo viral em EC, VC e NC. No entanto, os resultados
obtidos no ensaio de ELlspot IFN-y frente a peptideos homodlogos Gag e Nef
apontou para a existéncia de um subgrupo dentro dos EC, pois enquanto em alguns
pacientes a resposta frente aos peptideos era praticamente ausente ou muito baixa,
outros apresentavam uma maior frequéncia e magnitude de resposta. Foi observado
gue o grupo de EC que apresentava maior resposta era composto principalmente

por individuos que tinham alguns episodios detectaveis de viremia chamados de
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blips, e esse grupo foi denominado EEC, que passou a constituir um novo grupo
considerado nas nossas analises

A magnitude de resposta frente aos peptideos foi mais baixa em individuos
EC do que em VC, ndo sendo demonstrada diferenca estatistica significativa entre
os grupos EC e EEC. Apesar de néao ter sido observada uma resposta elevada de
células T de EC frente aos peptideos, que no nosso estudo anterior apresentaram
uma forte reatividade cruzada, isso ndo exclui a importancia desses alvos como
possiveis candidatos para futuros estudos para o desenho de antigenos vacinais.
Diferentes estudos tém evidenciado uma grande heterogeneidade de resposta de
células T CD8* em coortes de individuos controladores (151, 172, 189). Baseado na
capacidade de supressdo da replicacdo viral, Sdez-Ciribn 2009 (172) classificou
individuos controladores em “respondedores fracos” e “respondedores fortes”, nesse
estudo ele também avaliou a resposta de IFN-y por ELISpot e observou que
individuos com baixa capacidade de supressédo viral também apresentavam uma
menor quantidade de células produtoras de IFN-y.

Baseado na auséncia de uma resposta de células T observada em alguns
estudos, surgiu a hipotese da existéncia de individuos controladores, nos quais
células T parecem nao ter um papel importante na protecdo, chamados “non-T cell
controllers” (189, 190). No entanto, um recente estudo demonstrou que apés a
estimulacdo de PBMC por 12 dias com peptideos de Gag, células T CD8" de
“respondedores fracos” demonstraram um numero maior de respostas que eram
anteriormente indetectaveis do que um grupo de nao controladores (191). Esses
dados refletem a existéncia de um repertério potencial de células T nestes
individuos, o qual ndo é detectavel em ensaios de curta duracdo devido a baixa ou
ausente estimulacéo antigénica. E importante ressaltar que esse estudo n&o exclui a
participacdo de outros fatores no controle da replicacdo viral, mas sim reforca a
importancia de células T. A relacdo entre a presenca do estimulo e maior resposta
de células T também foi observada em um estudo com individuos em terapia
antirretroviral, no qual individuos que apresentavam episédios detectaveis de viremia
ou viremia constantemente detectavel exibiam uma maior magnitude e amplitude de
resposta do que individuos que tinham carga viral completamente suprimida (192).

A resposta de células T também foi avaliada considerando a presenca dos
alelos HLA-B*27 ou HLB-B*57, no entanto, néo foi encontrada uma maior resposta
em individuos portadores desses alelos. Essa falta de relacdo entre uma resposta

maior de células T com a presenca de alelos protetores ja foi observada em um
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estudo anterior (193), evidenciando a heterogeneidade desse grupo, uma vez que
diversos dados apontam para uma maior resposta de células T em individuos
portadores de alelos relacionados a protecéo (194).

Considerando a importancia da melhor caracterizacdo de individuos
infectados pelo HIV-1 que séo capazes de controlar a replicacdo viral naturalmente,
foi feita uma avaliacdo de diferentes parametros nesses pacientes. Estudos tém
destacado o enriquecimento de determinados alelos de HLA de classe |,
principalmente HLA-B*27 e B*57, em coortes de controladores (149, 151, 189). Na
nossa coorte também foi encontrada uma maior frequéncia desses alelos, quando
comparado com os resultados de um estudo do nosso grupo que analisou 218
individuos infectados pelo HIV-1 com diferentes perfis de progressdo para aids
(195). E importante destacar que nesse estudo foi descrita uma associacido da
presenca do alelo HLA-B*52 com uma progressao mais lenta para a doenca e esse
alelo também teve representacdo na nossa coorte. Outra caracteristica genética do
hospedeiro, que é associada ao controle da replicacdo viral ou progressdo para a
aids, é a presenca de mutacdes nos receptores de quimiocinas CCR5 e CCR2.
Nesse trabalho avaliamos apenas a presenga da mutacdo CCR5A32, que foi
identificada em heterozigose em trés individuos controladores. N&o foi demonstrada
diferenca na frequéncia de alelos HLA-B ou CCR5A32 entre os grupos de
controladores avaliados, mas é importante destacar que o numero de individuos em
cada grupo é pequeno para deteccdo de potenciais diferencas.

Apesar do limitado reservatério viral, estudos tém demonstrado que a maioria
dos EC apresentam uma viremia persistente extremamente baixa, detectada apenas
com uso de testes ultrassensiveis (196, 197). No nosso trabalho a replicacdo
persistente foi avaliada pela deteccdo de 2-LTR. N&o foi detectado 2-LTR em
nenhum do EC, mas nos EEC e VC esse marcador foi detectado. Graf e
colaboradores (198) descreveram um aumento de 2-LTR em EC comparado a um
grupo de pacientes nao tratados com viremia detectavel. Para explicar esses dados,
0s autores levantaram a hipotese de um mecanismo inibindo a integracdo do DNA
viral no genoma da célula hospedeira, mas nenhuma analise foi feita para
confirmacédo desta hipotese. Nossos resultados estdo em contraste com esses
dados, no entanto sdo compativeis com os dados laboratoriais apresentados pelos
controladores, considerando que os EC apresentam uma supressao viral bem

documentada de longa duracéo, a deteccao de 2-LTR n&o é mesmo esperada.
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Apesar da grande maioria dos individuos controladores ndo apresentarem
declinio da contagem de células T CD4*, ja foi demonstrado que em alguns EC
ocorre uma queda dessa populacédo celular (199). Entre os EC e EEC do nosso
estudo ndo foi observada diminuicdo na contagem de células T CD4*, enquanto em
dois individuos VC ocorreu uma reducéo ao longo do tempo de acompanhamento, o
que também foi observada para a maioria dos NC. A inversdo da relagcdo CD4/CD8 é
uma das caracteristicas observadas em individuos infectados pelo HIV-1, ndo sé
pela deplecdo das células T CD4*, como também pelo aumento de células T CD8".
Entre os EC e EEC, apenas um EC (02) apresentou uma relacdo CD4/CD8 menor
que um, no entanto, sem queda na contagem de células T CD4*,

A ativagdo imune cronica € uma das principais caracteristicas da infeccéo
pelo HIV-1 e diversas evidéncias sugerem um papel central desse fenbmeno na
patogénese da infeccdo. Estudos demonstraram que a elevada ativacao de células T
CD8* é associada com uma progressao mais rapida para aids e com a diminuicao
da contagem de células T CD4* (98, 103, 200). Além disso, a elevada ativacao de
células T ndo é observada em infec¢cdes ndo patogénicas do SIV (92), apesar da alta
carga viral observada no hospedeiro. Entre os controladores da replicacéo viral, foi
demonstrada uma maior ativacdo de células T CD8* — avaliada pela expressao das
moléculas HLA-DR e CD38 — comparada com individuos néo infectados, no entanto,
esta foi significativamente menor do que em individuos NC (166, 201-203). Essa
maior ativacdo em controladores pode ser reflexo da replicacdo viral, em niveis
extremamente baixos, que pode ser detectada em alguns desses individuos com
uso de testes ultrassensiveis (196).

No nosso estudo, apesar do nimero reduzido de individuos, foi observado um
nivel maior de ativacdo de células T CD8* no grupo de controladores que
apresentavam episédios de viremia detectavel quando comparado com individuos
nao infectados pelo HIV-1, enquanto ndo foi demonstrada diferenga significativa
entre EC e individuos nao infectados pelo HIV-1. Além disso, foi encontrada uma
correlacdo positiva entre a ativacdo de células T CD8* e a carga viral. Um estudo
anterior do nosso grupo, também encontrou niveis similares de ativagéo de células T
CD8*" em individuos controladores e individuos nado infectados, em uma analise
longitudinal de quatro controladores (204). A discrepancia do nosso resultado para
outros estudos (166, 201-203) que encontraram maior ativacdo em EC quando
comparados com individuos ndo infectados pode ser explicada pela

heterogeneidade desses grupos, considerando que néo foi feita uma separagdo nos

83



outros estudos entre individuos com ou sem blips. Por outro lado nossos resultados
estdo de acordo com o estudo de Pereyra e colaboradores (205), que nao
demonstrou diferenca na ativacdo de células T CD8* entre EC sem blips e individuos
nao infectados pelo HIV-1.

Como mencionado anteriormente, diversos estudos apontam para um papel
central da ativacdo celular na deplecdo de células T CD4*. No nosso estudo foi
observada uma correlacdo negativa entre a ativacao de células T CD8* e a queda de
células T CD4", corroborando com a hipotese do envolvimento da ativacdo imune na
deplecdo dessa populacdo celular. No entanto, € importante destacar que a
avaliacdo da ativacao de células T CD8* em nosso estudo é transversal, assim como
em diversos outros estudos, 0 que ndo prova que a ativagado imune observada seja
causa ou consequéncia da queda de linfécitos T CD4*.

Durante a infec¢éo pelo HIV-1 no homem ou no modelo do SIV no macaco
rhesus ocorre a perda da integridade da barreira epitelial do intestino, permitindo a
translocacdo de produtos microbianos do Iimen para a circulacdo (206, 207). Esse
fendbmeno de translocacdo microbiana tem sido apontado como uma das principais
causas da ativacao imune sistémica observada durante a infeccéo pelo HIV-1 (208).
Nesse estudo, a translocacdo microbiana foi avaliada pela quantificagdo de sCD14
no plasma ao invés de LPS, devido a associacdes discrepantes desse marcador
com diferentes status da infeccdo pelo HIV-1 ja reportados (110). Para nossa
surpresa, entre os controladores, apenas o grupo EEC apresentou niveis maiores de
sCD14 quando comparados ao grupo de individuos nao infectados. Niveis
significativamente maiores foram também observados no grupo de NC. Devido aos
resultados de ativacdo de células T CD8* observados anteriormente, era esperado
que o grupo de VC também apresentasse um nivel mais alto desse marcador. E
provavel que esse resultado discordante, assim como a falta de correlacdo da
concentracdo de sCD14 com a ativagcdo de células T CD8*, seja efeito do reduzido
namero de individuos avaliados, assim como da dispersdo dos dados desta
qguantificacdo. Nossos resultados estdo em contraste com dois estudos avaliando
esse marcador em coortes de EC; Brenchley e colaboradores (121) encontraram
niveis significativamente maiores de sCD14 em EC quando comparados ao grupo de
individuos néo infectados, no entanto, nesse trabalho apesar de apresentar uma
coorte maior nao foi feita uma separacédo entre individuos com e sem blips. Ao
contrario, no estudo de Pereyra e colaboradores (205) foram avaliados apenas EC

sem blips e mesmo assim foi encontrado um nivel significativamente maior de
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SCD14 em EC do que em individuos n&o infectados pelo HIV-1. E importante
destacar que, enquanto no estudo de Pereyra os niveis de sCD14 em EC foram
similares aos observados no nosso trabalho, os individuos n&o infectados
apresentaram a mediana da concentracdo de sCD14 mais baixa (0,241 pg/mL) do
que nos observamos (1,278 pg/mL), sugerindo que outros fatores, como background
genético e composicao da flora bacteriana, dentre outros, poderiam concorrer para
estas diferencas observadas.

A presenca de blips também teve impacto na proporcdo de IgG especifica
para a HIV-1, avaliada pela proporcdo de anticorpos anti-gp4l em relacédo a IgG
total. A proporcao de IgG anti-gp41 foi significativamente maior para EEC do que
para EC, destacando que trés EC (com 5 a 10 anos de infec¢ao) apresentaram um
valor de ODn abaixo de 0,8, o que € caracterizado como infec¢cdo recente por este
teste, refletindo a baixa concentracdo de anticorpos anti-HIV observada no inicio da
infeccdo. Outros estudos também demonstram uma baixa propor¢do de anticorpos
anti-gp41 em individuos controladores e individuos com carga viral suprimida pela
TARV (204, 209, 210). Além disso, a proporcao de lgG-anti-gp41 apresentou uma
correlacdo positiva com a carga viral, sugerindo a necessidade de uma carga viral
constante ou mesmo intermitente para estimular a producdo e a consequente
deteccdo desses anticorpos no plasma/soro.

Em funcdo da baixa frequéncia de individuos soropositivos para o HIV com
perfil de controle da replicacdo e/ou da progressdo para a aids, torna-se importante
destacar que nesse trabalho foi avaliado um nimero reduzido de individuos em cada
grupo, sendo necessarios estudos com coortes maiores, possivelmente através de
estudos multicéntricos, para confirmar nossos resultados. Além disso, estudos
avaliando a resposta desses individuos na fase aguda da infeccdo, bem como
estudos prospectivos poderiam auxiliar na melhor definicdo de fatores associados ao
controle da replicagéo viral e a menor velocidade de progressao para a doenca.

Nesse trabalho foi demonstrada uma alta reatividade cruzada entre os
subtipos B e F1, o que nao foi observado para individuos infectados com o subtipo
C, destacando a necessidade de diferentes estratégias vacinais para atingir uma
melhor cobertura imunogénica frente a diferentes subtipos. Além disso, foi
evidenciada uma alta heterogeneidade entre os individuos capazes de controlar
naturalmente a replicacéo viral, com énfase na presenca de episodios intermitentes
de viremia detectavel que leva a um aumento da ativacdo celular, translocagéao

microbiana e reservatorio viral.
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5 CONCLUSOES

e Sequéncias de isolados virais que apresentam menor distancia genética
em relacdo a sequéncia consenso demonstram capacidade similar de
deteccao da resposta especifica para o HIV-1;

e E provavel que imunogenos baseados em mais de um subtipo do HIV-1
sejam necessarios para o0 desenho de uma vacina capaz de proteger
contra os subtipos do HIV-1 circulantes no Brasil,

e Peptideos capazes de detectar uma resposta com alta reatividade cruzada
entre os subtipos B e F1 ndo sao preferencialmente reconhecidos por
individuos controladores da carga viral,

e Nao foi observada uma resposta imune importante frente aos peptideos
testados na resposta celular no grupo EC e também uma menor proporcao
de anticorpos anti-gp41, possivelmente refletindo a falta de estimulo
antigénico;

e A presenca de episodios intermitentes de carga viral (blips) provavelmente
tem impacto na resposta de células T e de anticorpos frente ao HIV-1, no
entanto estdo associados também com o0 aumento da ativacdo de células T
CD8* e da translocacdo microbiana;

e Estudos avaliando coortes de controladores devem considerar a presenca
ou ndo de episodios de viremia detectavel para avaliacdo dos resultados
encontrados;

e Observamos uma heterogeneidade na populacdo de individuos
considerados com controladores de elite que deve ser levada em conta em

estudos com este grupo.
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7 ANEXOS

e Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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ESTUDO DE PACIENTES HIV-POSITIVOS NAO-PROGRESSORES DE LONGO TERMO (LTNP) -
CONTRIBUIGCAO DE FATORES VIROLOGICOS, GENETICOS E IMUNOLOGICOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O (A) Sr |(a) esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa que podera trazer informagGes
valiosas sobre a resposta de defesa do organismo contra o virus HIV e, em especial, proporcionard uma
oportunidade de se estudar estas caracteristicas em individuos brasileiros. Assim, solicitamos a autorizacéo de,
, hascido no dia __ / [/ na
cidade , estado , para a coleta de dados clinicos e epidemiolégicos, bem
como uma de amostra adicional quadrimestral ou semestral de 60ml de seu sangue durante um periodo de trés
anos para o estudo dos fatores viroldgicos, genéticos e imunolégicos que influenciam a susceptibilidade da
aquisicdo da infeccdo pelo HIV e do curso clinico e imunoldgico da infeccdo pelo HIV. A sua participacdo neste
estudo é voluntéria, ndo remunerada, e em hip6tese alguma estd condicionada a continuidade do seu
acompanhamento clinico, tratamento ou do fornecimento das medicacdes necessarias ou que venha a necessitar.
Sua participacdo também ndo envolve qualquer despesa pessoal e o Sr (a) podera deixar de participar do estudo a
qualquer momento que desejar. Dessa forma, solicitamos sua autorizacdo para que seu sangue seja testado para
deteccdo da presenca do virus HIV, bem como seu seqliénciamento genético, para o estudo dos anticorpos contra
o virus HIV, para avaliar a atividade das células (linfocitosT) de seu sangue em reconhecerem o virus HIV, para
a tipagem de suas caracteristicas genéticas que possam aumentar ou diminuir a susceptibilidade de infecgdo e o
curso clinico da infeccdo pelo HIV, dentre as quais os diversos polimorfismos do antigeno leucocitario humano
(HLA), e os polimorfismos dos receptores de quimiocinas, dentre outras caracteristicas genéticas que possam vir
a ser importantes para a compreensao da resposta imunoldgica contra o HIV.

O (A) Sr (a) estd sendo informado ainda que os riscos decorrentes da participacdo neste estudo sdo
minimos, e se limitam a eventuais complicagbes no local da coleta de sangue e que ha total garantia de
confidencialidade e privacidade das informacGes a serem geradas. Pedimos, ainda, sua autorizagdo para que 0S
resultados sejam divulgados em publicagcdes biomédicas de qualidade indiscutivel. Esclarecemos, ainda, que os
dados a serem publicados ndo permitirdo a identificacdo dos individuos que participarem do estudo. Pedimos que
0 (a) Sr (a) autorize também que parte do seu sangue seja conservada pelo Laboratorio de Aids & Imunologia
Molecular do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Rio de Janeiro, para estudos futuros, relevantes a pesquisa de
HIV/AIDS, desde que estes venham a ser autorizados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de
Pesquisas Clinicas Evandro Chagas, da Fundacdo Oswaldo Cruz.

Caso os resultados dos exames discriminados acima apontem a necessidade de investigagdes adicionais ou
tratamento especifico, estes serdo conduzidos pelo médico responsavel pelo estudo, o Dr. Walter de Araujo
Eyer-Silva (0xx21 99537051 [ Hospital Universitario Gaffrée Guinle — UNIRIO) ou Dra Beatriz Grinsztejn (021
38659565 ) [ Instituto de Pesquisa Evandro Chagas — FIOCRUZ]).

Todos os participantes poderdo contatar o médico responsavel (Dr. Walter de Aradjo Eyer-Silva (0xx21
99537051 [ Hospital Universitario Gaffrée Guinle — UNIRIO) ou Dra Beatriz Grinsztejn (021 38659545) [
Instituto de Pesquisa Evandro Chagas — FIOCRUZ], a pesquisadora responsavel do projeto (Dra Mariza
Morgado, 0xx213865 8106) ou 0 Comité de Etica do IPEC-FIOCRUZ (021xx3882 9011) quando quiserem.

Local e data:

Assinatura de concordancia em participar do estudo:

Assinatura do profissional responsavel pela aplicacdo do termo:

Instituicdes participantes:

Instituto de Pesquisa Evandro Chagas — FIOCRUZ: recrutamento dos pacientes,
acompanhamento clinico e coleta de amostras — Coordenadora: Dra. Beatriz Grinsztejn.

Hospital Universitario Gaffrée - Guinle — UNIRIO: recrutamento dos pacientes,
acompanhamento clinico e coleta de amostras — Coordenador: Dr. Walter Eyer-Silva.
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