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PROTEINAS REGULATORIAS E ACESSORIAS
RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Julia Guimarédes Barcellos de Abreu

Muitos estudos demonstram que diversos aspectos da infeccdo pelo HIV, como a progressao
para doenca e patogénese, podem ser afetados pela sua alta diversidade genética. No inicio da
infec¢céo, nota-se o uso preferencial do correceptor CCR5 para entrada do virus na célula e, ao
decorrer da progressédo para aids, cerca de 40% dos virus do subtipo B do HIV-1 fazem a troca
para uso do correceptor CXCR4. J4 foi demonstrado que esse uso pode variar de acordo com o
subtipo viral. Contudo, h& poucos estudos avaliando a rela¢éo dos subtipos/variantes prevalentes
no Brasil com tropismo. Ensaios genotipicos de predi¢éo de tropismo sao baseados na sequéncia
da alca V3 da glicoproteina 120 (gp 120) do envelope viral, que € o sitio de ligagdo com o receptor
da célula hospedeira. Além disso, estudos recentes sugeriram que variacdo na conservagao de
amino &cidos de algumas posi¢cdes em outros genes poderiam estar associadas ao tropismo
viral. Assim, no presente estudo, visamos avaliar um conjunto de individuos HIV-1 cronicamente
infectados dos subtipos B, variantes pandémica (Bran) € brasileira (Bsr), € F1 para determinar a
influéncia do subtipo/variante e de substituicdes de aminoacidos em outras proteinas viraiscom
0 tropismo pelos correceptores CCR5 e CXCR4. Para isso, realizamos um estudo transversal,
analisando a regido C2V3 da gpl120, com amostras de 159 pacientes em falha terapéutica,
previamente genotipadas de acordo com a regido da polimerase viral como F1 (n=35) ou B
(n=124). Em um total de 124 amostras foi possivel realizar as etapas de amplificacdo e
sequenciamento do genoma viral com sucesso. Baseada na analise filogenética, confirmamos
que 76 (61,3%) pacientes estavam infectados por cepas Bpol/ Benv, 17 (13,7%) Bpol/Bsrenv, 25
(20,2%) Flpol/Flenv, 3 (2,4%) Flpol/Benv e 3 (2,4%) Bpol/Flenv. A predicdo do tropismo foi
obtida utilizando a plataforma Geno2Pheno. Foram classificadas 43,04% das sequéncias Bpan
como nao-Rb5 trépicas, corroborando dados da literatura, enquanto porcentagens menores foram
observadas para as sequéncias Bgr (29,42%) e F1 (14,28%), sendo a frequéncia menor neste
grupo estatisticamente significativa quando comparada ao grupo Bran nd0-R5 (p= 0.0062). A fim
de verificar abundancia em posi¢cdes de aminoacidos na regido Vif-Rev associadas com
tropismo, foi analisado um subconjunto de amostras de cada um dos subtipos/variantes com
tropismo R5 ou ndo-R5, juntamente com sequéncias brasileiras obtidas da base de dados de
HIV de Los Alamos. Algumas posicdes nas proteinas analisadas apresentaram subtipo-
especificidade, sendo algumas dessas em sitios relevantes para a atividade da proteina. As
analises corroboraram maior conservagcdo em posicdes previamente descritas como
relacionadas ao tropismo em Tat e Vpr, no entanto, nenhuma apresentou assinaturas tipicas
correlacionadas com a troca do correceptor em todos os subtipos estudados. No entanto, para a
proteina Vif, a posicao 45 apresentou troca do aminodcido acido glutamico em R5 para tirosina
em néo-R5 na variante Bgr, levando a sugestdo de possivel impacto na atividade de inibigdo da
APOBEC. E para a proteina Vpu, vimos correlagédo nas posi¢des 6 (tirosina R5 para isoleucina
ndo-R5 em Bgr) e 35, que apresentou troca de amino4cido arginina R5 para serina ndo-R5 no
subsubtipo F1, posi¢édo relevante na zona de ligacdo com o CD4. Portanto, nossos achados
corroboram que as estratégias evolutivas para o uso do correceptor podem variar de acordo com
0 subtipo viral, e que outras regies genémicas virais podem estar associadas a esse processo.
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REGION AND POSSIBLE ASSOCIATION WITH POSITIONS IN REGULATORY AND
ACCESSORY PROTEINS

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN PARASITE BIOLOGY

Julia Guimarédes Barcellos de Abreu

Many studies have shown that various aspects of HIV infection, such as disease progression and
pathogenesis, can be affected by its high genetic diversity. At early stages of infection, it's noticed
that the virus preferably uses coreceptor CCRS5 to enter the host cell, and through the progression
to AIDS, around 40% of HIV-1 subtype B viruses switch to using coreceptor CXCRA4. It has been
previously demonstrated that different use of coreceptors may vary according to the viral subtype.
Yet, there are still few studies evaluating this link between the subtypes/variants prevalent in
Brazil and their differential coreceptor use. Genotypic assays for tropism prediction are based on
the sequence of the V3 loop of the viral envelope glycoprotein 120 (gp120), which is the binding
site with the host cell coreceptor. Moreover, recent studies have suggested that variations in
amino acid conservation of some positions in other genes could also be associated with viral
tropism. Thus, in this work, we aimed to analyse a set of HIV-1 chronically infected individuals
from subtype B, pandemic and Brazilian (Bgr) variants, and F1 to determine the influence of the
subtype/variant on the CCR5 or CXCR4 tropism, as well as, to analyse the impact of amino acid
substitutions in other viral proteins on that tropism. We performed a transversal study including
159 patients facing treatment failure, previously genotyped according to the polymerase region
as F1 (n=35) or B (n=124). A total of 124 samples were successfully amplified and sequenced.
Based on the phylogenetic envelope analysis, we confirmed that 76 (61,3%) of those were Bpol/
Benv, 17 (13,7%) were Bpol/Bsrenv, 25 were Flpol/Flenv, 3 were Flpol/Benv and 3 were
Bpol/Flenv. Coreceptor tropism prediction was obtained using the platform Geno2Pheno.
43,04% of Bean Sequences were classified as non-R5 tropic, in accordance with previous studies,
whilst lower percentages were found in Ber (29,42%) and of F1 (14,28%) sequences (p= 0.0204).
When compared to the Bpan percentage of non-R5 tropism, the results for Ber were not
statistically divergent (p= 0.4161), whereas the results for F1 were highly significant (p= 0.0062).
In order to search for amino acid abundance associated with tropism in the Vif-Rev region, we
analysed a subgroup of samples from each of the subtypes/variants according to the R5 or non-
R5 tropism, along with Brazilian sequences obtained from Los Alamos HIV database. Some
positions of the analysed proteins presented subtype-specificity, some of those in relevant sites
for protein activity. Analysis corroborated highest conservation in positions previously described
as tropism related in Tat and Vpr, however, none of them presented typical signatures correlated
with coreceptor switch for all the studied subtypes. On the other hand, for the Vif protein, position
45 presented amino acid substitution, from glutamic acid in R5 to tyrosine in non-R5 for the Bsr
variant, suggesting possible impact on APOBEC inhibition activity. For protein Vpu, we found
corelation with tropism for positions 6 (tyrosine in R5 to isoleucine in non-R5 for Ber) and 35,
which presented substitution of amino acid arginine in R5 to serine in non-R5 for subsubtype F1,
relevant position of the binding region to CD4. Thus, our findings conclude that evolutive
strategies of coreceptor use could vary according to the viral subtype and that other viral genomic
regions could be associated to this process.
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1. INTRODUCAO

1.1. A epidemiologia do HIV/aids

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etiol6gico da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (aids) (Coffin et al., 1986). A aids é um
importante agravo de saude publica e socioecondmico mundial, acometendo
principalmente paises em desenvolvimento (UNAIDS, 2019).

No ano de 2018, segundo relatérios do Programa das Nac¢des Unidas para
HIV/aids (UNAIDS), foi estimado que 37,9 milhdes de pessoas estavam
infectadas pelo HIV no mundo, com 1,7 milhdo de novas infec¢des. Desde o
inicio da epidemia, 74,9 milhdes de pessoas foram infectadas pelo HIV e 32
milhdes de pessoas morreram de doencas relacionadas a aids. Em 2018,
ocorreram cerca de 770 mil ébitos em todo o mundo, em comparagédo com 1,7
milhdo em 2004 e 1,2 milhdo em 2010, representando diminui¢cdo da mortalidade
relacionada a aids em 33% desde 2010. Os numeros de novas infeccdes
apresentaram diminuicdo de 40% desde o pico alcancado em 1997 e de 16%
desde 2010. Gragas ao sucesso da terapia antirretroviral (TARV), que promoveu
0 aumento na expectativa de vida devido a reducdo da morbidade e mortalidade,
o numero de individuos vivendo com HIV aumentou. Até junho de 2019, cerca
de 24,5 milhdes de pessoas vivendo com HIV tinham acesso a TARV (UNAIDS,
2019).

A Africa sub-saariana € a regi&io que apresenta o0 maior nimero de casos
da epidemia (figura 1). O nimero de pessoas vivendo com HIV foi de 20 milhdes,
com cerca de 800 mil casos novos e 310 mil mortes relacionados a aids no ano
de 2018. O numero de casos novos diminuiu em 28% e o numero de obitos
diminuiu em 44% com relagcdo ao ano de 2010, no entanto, a regido ainda

apresenta mais de 50% do namero de casos globais (UNAIDS, 2019).
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Figura 1. Estimativa global do niumero de pessoas vivendo com HIV no ano de 2018.
(adaptado de UNAIDS, 2019. Disponivel em: www.aidsinfo.unaids.org)

Na América Latina, 1,9 milhdo de pessoas viviam com HIV em 2018
(figura 1). Dessas, 100 mil foram casos novos. Isso representou um aumento de
7% da incidéncia quando comparado ao ano de 2010, sendo que 0s maiores
aumentos ocorreram no Brasil (21%), Costa Rica (21%), Bolivia (22%) e Chile
(34%). Enquanto declinios foram observados em El Salvador (48%), Nicaragua
(29%) e Colombia (22%). Em 2018, 35 mil pessoas morreram por causas
relacionadas a aids, o que mostra uma diminuicdo de 14% com relacao a 2010
(UNAIDS, 2019).

O Brasil concentra mais de 1/3 do numero de pessoas vivendo com HIV
na América Latina. No periodo de 1980 a junho de 2019, um total de 966.058
casos de aids foram detectados no pais. Em 2018, foram notificados 43.941
novos casos de HIV e 37.161 casos de aids, com uma taxa de deteccéo de
17,8/100.000 habitantes. Desde o ano de 2012, foi possivel observar uma
diminuicdo na taxa de deteccao de aids no Brasil, representando decréscimo de
16,8%. Ainda no ano de 2018, foram registrados 10.980 Gbitos relacionados a
aids, um decréscimo de 22,8% entre 2014 e 2018. Essa diminui¢do na detecgéo
de casos de aids e Obitos relacionados ao agravo tem sido mais acentuada

desde dezembro de 2013 quando o programa do Sistema Unico de Saude



(SUS), passou a garantir o tratamento para todas as pessoas vivendo
com HIV (PVHIV), independentemente da carga viral (Boletim Epidemioldgico,
2019). A deteccéo dos casos de HIV e aids ndo € homogénea entre as regioes
do Brasil. No ano de 2018, dos 43.941 casos de infeccéo pelo HIV, 5.084 (11,6%)
foram na regido Norte, 10.808 (24,6%) na regido Nordeste, 16.586 (37,7%) na
regido Sudeste, 7.838 (17,8%) na regidao Sul e 3.625 (8,2%) na regidao Centro-
Oeste. Em 2018 o nimero de casos de aids por 100.000 habitantes foi de 16 na
regido Sudeste, 22,8 na regido Sul, 17,3 na regido Centro-Oeste. As regides
Norte e Nordeste apresentaram tendéncia de crescimento: em 2018 foram de
25,1 (Norte) e 15,8 (Nordeste), representando aumentos de 21,8% e 17%,

respectivamente quando comparados a 2008 (Boletim Epidemiolégico, 2019)

1.2. O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

O HIV é um retrovirus citopéatico ndo-oncogénico, pertencente a familia
Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género Lentivirus. A familia
Retroviridae caracteriza-se por possuir a enzima transcriptase reversa, capaz de
retrotranscrever o RNA viral para uma cépia de DNA, que entdo pode se integrar
ao genoma do hospedeiro. O género Lentivirus € associado a infec¢des crénicas
e persistentes no hospedeiro, sendo encontrado em varias espécies de
mamiferos (Coffin et al.,, 1986; Luciw, 1996; Sharp & Hahn, 2011). O HIV é
classificado em dois tipos, HIV-1 e HIV-2, sendo o HIV-1 responsavel pela
pandemia de aids.

A particula viral madura do HIV é esférica e envelopada, apresentando
110 nm de didmetro e simetria icosaédrica. A estrutura mais externa do virus
corresponde ao envelope, o qual se origina da bicamada lipidica da célula
hospedeira no processo de brotamento dos virions (figura 2). No envelope viral
encontram-se a glicoproteina de superficie gpl20 e a glicoproteina
transmembranar gp4l, que séo codificadas pelo gene envelope (env) e
representam importante funcéo nas etapas de adsorcéo, fusdo e entrada do virus
na célula hospedeira (figura 2) (Nakai & Goto 1996). Internamente ao envelope,
encontra-se a matriz viral (MA), constituida da proteina pl7, codificada pelo

grupo antigeno especifico, gene gag. Essa proteina € essencial na integridade
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do virion e tem participacdo importante na sua maturagéo, incorporando ao
mesmo as glicoproteinas do envelope (figura 2) (Luciw, 1996). O capsideo viral
(CA) apresenta estrutura conica e € constituido pela proteina p24 (Marx et al.,
1988). Em seu interior, encontram-se o nucleocapsideo, as enzimas virais
(protease, transcriptase reversa e integrase) e as proteinas acessorias, que

estdo intimamente ligadas a duas fitas de RNA (figura 2) (Luciw, 1996).
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Figura 2. Representacédo esquematica do virion maduro do HIV-1. (traduzido de Johnston &
Fauci, 2008)

1.3. Ogenomado HIV

Como os demais retrovirus, o HIV possui duas fitas simples de RNA com
polaridade positiva, que sao retrotranscritos em DNA complementar, o qual se
integra no DNA do hospedeiro, ou sSRNA-RT(+). Cada fita de RNA do HIV
contém aproximadamente 9,7 kilobases (kb) de tamanho, com fases de leitura
aberta que codificam as proteinas virais (Feinberg et al. 1986; Goto, et al, 1998)



O genoma do HIV é composto por nove genes: gag e env (que codificam
proteinas estruturais), pol (codifica as enzimas virais necessarias a replicacao,
comuns a todos os membros da familia Retroviridae), vif, vpr, vpu e nef (genes
acessorios do HIV-1) (figura 3). Quando tratado do HIV-2 os genes acessorios
sao vif, vpr, vpx e nef. Nas extremidades 5’ e 3’ do genoma proviral do HIV séo
encontradas repeticdes terminais longas ou Long Terminal Repeats (LTR), onde
localizam-se as principais sequéncias promotoras para a transcricdo dos genes
virais. Apesar dessas regides nado codificarem proteinas, elas exercem fun¢des
importantes como a participacao na retrotranscricdo, promovendo a interagéo do
RNA molde com o cDNA, e na integracdo ao genoma da célula hospedeira. A
transcricdo do genoma do HIV pode ocorrer em trés fases de leitura distintas,
podendo haver, assim, genes interpostos e/ou alternados, dentro dos mesmos
9,7 kb, diferente da maioria de outros virus que apresentam uma leitura Unica
continua de seu genoma (figura 3) (Cherrington & Ganem, 1992; Engelman &
Cherepanov, 2012; Freed, 2001).
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Figura 3. Representacdo esquematica do genoma do HIV-1 relativo ao HXB2 (nimero de
acesso K03455). (adaptado de Los Alamos National Laboratory, 1998; baseado em Korber et
al., 1998)

O gene gag (grupo antigeno especifico) € o primeiro gene do quadro de
leitura, localizado na terminagdo 5 do genoma do HIV. O gene codifica uma
poliproteina precursora de 55 kD, denominada p55. A enzima protease cliva essa
poliproteina em quatro proteinas estruturais: pl7 (matriz), p24 (capsideo), p7
(nucleocapsideo) e p6 (revisto por Freed, 2001). Essas proteinas tem como
principais fungdes a protecdo do material genético viral e das enzimas
necessarias a replicacdo, formagcdo da estrutura funcional do virus para
empacotamento do RNA viral, direcionamento das particulas nascentes para a
superficie da célula hospedeira e estimulacdo da liberacdo de novas particulas
virais (Gottlinger, 2001)



O gene pol é transcrito em RNA mensageiro (RNAm) bicistrénico, ou seja,
RNAmM que codifica duas proteinas, sendo, portanto, transcrito juntamente com
gag. No entanto, esse RNAmM apresenta apenas um codon de iniciacdo, referente
a gag, assim, pol é traduzida fusionada a gag, formando um precursor gag-pol.
A protease, oriunda do gene pol, cliva-o separando os polipeptideos gag e pol,
sendo entdo uma enzima indispensavel na producao da particula madura. Essa
poliproteina precursora (p160 gag/pol) quando clivada pela protease gera as
enzimas virais: protease (PR - p10), envolvida nos processos de clivagem e
maturacao; transcriptase reversa (RT - p66/p51), envolvida na retrotranscricao;
e integrase (IN - p31), envolvida na integracdo do DNA viral ao genoma do
hospedeiro (revisto por Freed, 2001) .

O gene env (envelope) codifica uma poliproteina precursora denominada
gpl160, traduzida no reticulo endoplasmatico da célula hospedeira. Apés isso, é
encaminhada para o Complexo de Golgi onde é glicosilada e clivada por
proteases celulares em duas glicoproteinas: a glicoproteina de superficie 120
(gp120) e a glicoproteina transmembranar 41 (gp41). Tais glicoproteinas séo
cruciais nas etapas de adsorcdo e fusdo do virus a célula hospedeira,
respectivamente (Goto et al., 1994, 1998) .

A gpl20 é composta por cinco regides constantes (C1 a C5), e cinco
regides variaveis (V1 a V5) (figura 4). Os dominios V1 e V2 sao ligados através
de pontes dissulfeto, formando a alca V1/V2. Os demais dominios variaveis, V3,
V4 e V5, formam alcas independentes (Cicala et al., 2010; Yolitz et al., 2018). A
gp120 interage com alta afinidade com o receptor CD4 da célula hospedeira, o
que leva a alteracbes conformacionais desta glicoproteina, expondo a alca V3,
a qual ira interagir com a segunda al¢ca extracelular, ou extracellular loop 2
(ECL2) do correceptor (Sterjovski et al., 2011; Tyssen et al., 2010). Os
correceptores sao receptores de quimiocina, preferencialmente o CCR5 e/ou
CXCR4. Sendo esta interacdo com 0 receptor e 0 correceptor essenciais para
entrada do virus na célula hospedeira. A regido V3 € constituida por 35
aminoacidos, que sao os principais associados a especificidade do correceptor
de uso (De Jong et al., 1992; Morris et al., 1994) e variagbes genéticas nesta
regido ja foram relacionadas com o uso diferencial de correceptores pelos virus,
tal como a presenca de aminoacidos basicos arginina (R) e lisina (K) nas

posicdes 11 e/ou 25 que tem sido associada com o0 uso do correceptor CXCR4
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(Fouchier et al., 1992; De Jong et al., 1992). Algumas caracteristicas da gp120
do HIV-1 foram correlacionadas com o tempo de progressao para a aids, como
o comprimento das regifes variaveis, a diversidade total de aminoacidos e o
namero de sitios de glicosilacdo (PNGs) (Derdeyn et al., 2004; Rong et al., 2007;
Archary et al.,, 2010). As interagbes da gpl20 com receptor e correceptor
promovem mudancas conformacionais na glicoproteina transmembranar gp41,
responsavel também por ancorar o complexo gpl20/gp4l na membrana,
levando a exposi¢cdo do dominio catalizador da fusdo entre a bicamada lipidica
do envelope viral e da célula hospedeira, assim promovendo a entrada do virus
na célula (Chan et al., 1997; Caffrey et al., 1998).
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Figura 4. Representacao esquematica da estrutura secundaria da gp120. Em vermelho, as
demarcacdes das porgdes variaveis (V1-V5) e constantes (C1-C5). Em destaque, o topo da alga
V3 onde se encontra a substituicdo da prolina pelo triptofano, que distingue a variante B” do
subtipo B comum (adaptado de Leonard et al., 1990)

O gene tat (proteina transativadora de transcricdo) é um dos fatores
regulatorios essenciais para a expressao genética do HIV. O gene se localiza em
duas regides, com 0 exon maior tat-1, em torno de 72 aminoacidos, e o exon
menor tat-2, em torno de 86 aminoacidos. Ocorre, entdo, um processo de splicing
alternativo do RNA, do qual obtém-se o RNA mensageiro final com as duas
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sequéncias de exons, que serdo traduzidos na proteina final Tat. Assim que esta
€ transportada para o nucleo, ela se liga ao elemento TAR RNA, o qual apresenta
uma estrutura de grampo e forma uma protuberancia necessaria para ligacao e
acao da Tat. Assim, a Tat age ativando a iniciagao da transcricao e alongamento
do promotor LTR, evitando que o sinal de poliadenilacdo 5' LTR AATAAA cause
a terminacdo prematura da transcricdo.Além disso, ela promove a fosforilacéo
da RNApol Il do hospedeiro, aumentando os niveis de transcritos virais no interior
da célula (revisto por Freed et al., 2001). Tat extracelular pode ser encontrada e
até absorvida por células em cultura, que poderia levar a ativagdes em outras
células infectadas (Ensoli et al., 1993). Alteracdes na conformacao da Tat levam
a diferentes impactos na otimizacdo da transcricdo (Das et al., 2011) A Tat tem
sido grande alvo de estudos nos ultimos anos, desde que estratégias a nivel
transcricional comecaram a ser exploradas como perspectiva de cura (Deeks,
2012; Kim et al., 2018; Méndez et al., 2018; Mousseau & Valente, 2012). Todos
os esfor¢cos nesse contexto ainda estdo em fase de estudos in vitro e em animais,
desse modo, a ampliacdo de conhecimentos sobre a Tat e 0 mecanismo de
transcricdo do HIV-1 é altamente relevante para aperfeicoar essas intervencdes
(Rice, 2017).

O gene rev codifica um fator de exportacdo nuclear, a proteina Rev. Essa
proteina é originada apés splicing alternativo entre os exons rev-1 (menor) e rev-
2 (maior) e nef, que forma o segundo RNAm bicistronico do HIV, de onde serao
traduzidas as proteinas finais Rev e Nef. As sequéncias de RNAmM dos dois
genes possuem coédons de iniciacdo e terminacédo, dispensando processos de
clivagens subsequentes, diferentemente do gene pol. A proteina Rev age se
ligando ao RRE, elemento responsivo de Rev, o qual € codificado pela regido
env do HIV-1, e promove a estabilizacdo e exportacdo dos transcritos virais sem
splicing e contendo RRE do ndcleo para o citoplasma da célula, permitindo assim
a traducdo e expressdo das proteinas estruturais (revisto por Delgado, 2011).
Rev é considerada a proteina regulatoria mais funcionalmente conservada entre
os Lentivirus. A Rev esta primariamente localizada no citoplasma, no entanto
transita rapidamente entre o ndcleo e o citoplasma, garantindo a otimizacao
desse transporte durante todo o ciclo de replicagao viral (Kuiken et al., 2011; Los

Alamos National Laboratory, 1998)



O gene vif origina a proteina Vif (fator de infectividade viral), que apesar
de ndo ser necessaria na montagem e liberacédo de virions, tem papel importante
na infectividade dos mesmos. Na auséncia de Vif, as particulas virais produzidas
apresentam comprometimento de infectividade (Strebel, 2003; Strebel et al.,
1988). Vif interage com a proteina de defesa antiviral da célula humana,
APOBECSG, inibindo seu efeito (revisto por Delgado, 2011).

O gene vpr codifica a proteina Vpr, que tem como principais funcdes a
estimulacao da expresséo génica, inibicdo do crescimento celular e indugéo da
diferenciacéo celular (Cohen et al., 1990), j& foi demonstrado que a proteina
localizada no ndcleo e induz a pausa na fase G2 do ciclo celular através de
hiperfosforilagbes, que garante um ambiente favoravel a replicacao viral (Amini
et al., 2004; Matsuda et al., 2006); essa ainda promove o transporte do complexo
viral pré-integracdo ao nucleo imediatamente depois da entrada do virus na
célula, o que diferencia o HIV-1 da maioria dos retrovirus (revisto por Delgado,
2011).

O gene vpu esté presente no HIV-1, mas ndo no HIV-2. Env e vpu séo
expressos a partir do mesmo RNAm bicistronico, no qual ambos possuem
coédons de iniciacdo, dispensando, processos de clivagens subsequentes. Este
é traduzido na proteina de membrana Vpu, que é fator importante na regulacdo
do metabolismo celular. Vpu estd associado a maturacdo do envelope, no
entanto, ndo é encontrado no virion. Tem como principal fungdo promover a
liberacdo dos novos virions, ao inibir a acdo de um fator de restricao celular
chamado teterina, que impede a liberacéo de particulas virais. Vpu internaliza as
moléculas de BST-2/teterina na membrana através de interacdes
transmembranares direcionando-as para o0 lisossomo onde promove sua
degradacédo. Vpu também promove a regulacédo negativa do CD4, aumentando
o trdfego de proteinas para degradacao, levando ao aumento da oligomerizacéo
e mudancas nas correntes i6nicas das membranas celulares, resultando na
modificacdo do trafego de proteinas na membrana e alteracéo na sua integridade
e seletividade. Além de regular outros fatores celulares como a expressao de
MHC-I (Gonzélez, 2015).

O gene nef codifica a proteina Nef, proveniente da traducdo do RNAm
bicistronico com o gene rev. Nef &€ a maior proteina acessoria do HIV-1, que tem

sido alvo de diversos estudos ja que participa de multiplas funcbes. Nef néo
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apresenta atividade enzimética, porém interfere em diversas fungfes celulares
devido a sua capacidade de interagir com muitos fatores do hospedeiro. As
atividades mais caracteristicas de Nef resultam da habilidade da proteina de se
conectar com a maquinaria de trafego celular e a alteracdo na sinalizac¢éo celular
(Basmaciogullari & Pizzato, 2014). Dentre suas principais fungdes, Nef, assim
como Vpu, induz a regulacdo negativa da expressdo do receptor CD4 e de
moléculas de MHC classe | na superficie das células infectadas (Collins et al.,
1998), 0 que pode representar um mecanismo de escape importante ao evadir
um ataque mediado por células T CD8*. Esta promove aumento da infectividade
viral, modulando vias intracelulares de ativacdo, e mantendo assim, altos niveis

de replicacéo viral no hospedeiro (Basmaciogullari & Pizzato, 2014).

1.4. Ciclo dereplicagdo do HIV

A infeccdo pelo HIV-1 tem inicio com a adsor¢&o das particulas virais na
superficie de células do hospedeiro que expressam o receptor CD4, através da
interacdo deste com a glicoproteina do envelope viral gp120 (figura 5_etapal).
A molécula CD4 estd presente em células do sistema imunolégico como
linfécitos T CD4*, células dendriticas, mondcitos/macréfagos, células da
micréglia do sistema nervoso central (revisto por Gomez & Hope, 2005;
Engelman & Cherepanov, 2012). Ao se ligar ao receptor CD4, a gp120 sofre
mudanca conformacional e expde a algca V3, que se associa a receptores de
qguimiocinas, CCR5 e/ou CXCR4 que servem como correceptores para a entrada
do virus na célula (figura 5, etapal) (Clapham & Weiss, 1997). Essas ligacdes
desencadeiam mudancas conformacionais na gpl20 e na gp4l, levando a
exposicdo da gp4l, resultando na fusdo entre o envelope viral e a bicamada
lipidica da célula hospedeira e, consequentemente na entrada do virus na célula
(figura 5, etapa2) (Sattentau & Moore, 1991). Assim, o contetudo do capsideo é
liberado no citoplasma (Leavitt et al., 2005), onde ocorre o processo de
dissociacao estrutural (desnudamento) e o RNA gendmico e as enzimas virais
sao liberados na célula (figura 5, etapa 3). Recentemente, Burdick et al, 2020
sugerem que o desnudamento do virus ocorre dentro do nucleo, préximo aos

sitios de integracdo no DNA do hospedeiro (Burdick et al., 2020). Ainda no
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citoplasma, inicia-se a atividade da enzima transcriptase reversa, que sintetiza
uma molécula de DNA a partir do RNA viral (cDNA). Enquanto isso ocorre,
através da sua subunidade RNAse H, a degradacdo do RNA do hibrido DNA-
RNA e a sintese da fita de DNA complementar é realizada pela atividade DNA
polimerase RNA dependente da enzima transcriptase reversa (figura 5, etapa 4).
ApOs o processo de transcricao reversa, ocorre a formacéo do complexo de pré-
integracao (PIC). Ele consiste em proteinas virais (incluindo a integrase) e do
hospedeiro, e o cDNA viral sintetizado. A proteina Vpr se associa com o PIC
contendo o cDNA, aumentando sua afinidade a maquinaria de importacédo
nuclear (figura 5, etapa 5). O DNA viral €, entdo, transportado ao nucleo, e
através da atividade da enzima integrase, ele é integrado ao genoma do
hospedeiro e passa a ser denominado provirus (figura 5, etapa 6). O provirus
tem tendéncia de manter-se em estado latente na célula infectada, sem produzir
novos virus até ser ativado por um evento mitogénico. Quando a célula é ativada,
o HIV-1 utiliza-se da maquinaria biossintetizadora celular (Frankel & Young,
1998) para a transcricdo do RNA viral (figura 5, etapa 7) que € posteriormente
exportado para o citoplasma pela proteina Rev (figura 5, etapa 8), onde ocorre a
traducao de proteinas (figura 5, etapa 9). As proteinas virais Tat e Rev traduzidas
nessa etapa retornam ao ndcleo aumentando a ativacdo da transcricdo e a
exportacao desses transcritos, intensificando o processo replicativo a cada ciclo
logaritmicamente, em uma alca de retroalimentacdo positiva (Engelman &
Cherepanov, 2012). Apos isso, ocorre a montagem (figura 5, etapa 10),
brotamento (figura 5, etapa 11) e a liberacédo de novas particulas de HIV-1 (figura
5, etapa 12). Essas, entdo, passardo pelo processo de maturacdo a partir da
enzima protease, dando origem ao virion maduro de HIV-1 (figura 5, etapa 13)
(Freed, 2001).
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Figura 5. Ciclo de replicagédo do HIV-1. (1) Adsorcao do HIV-1 a célula hospedeira a partir da
interacao da gp120 com o receptor CD4 e o correceptor; (2) Fuséo e entrada do virus na célula
por endocitose mediada pela gp41; (3) Desnudamento do capsideo e libera¢do do seu contetido
no citoplasma, em Burdick et al, 2020, h4d demonstracéo que esse desnudamento possa ocorrer
dentro do nucleo, préximo aos sitios de integracéo; (4) Transcricdo reversa do RNA viral em
cDNA (5) Formacao do PIC e importagdo nuclear desse complexo auxiliado pela proteina Vpr (6)
Integracdo do DNA proviral ao DNA da célula hospedeira a partir da enzima integrase (7)
Transcricdo dos genes virais, ativada pela proteina Tat resultando na sintese de RNAm (8)
Exportacdo nuclear desses RNAm auxiliada pela proteina Rev (9) Traducéo das proteinas virais.
As proteinas virais Tat e Rev traduzidas nessa etapa retornam ao ndcleo aumentando a ativacao
da transcricdo e a exportacdo desses transcritos, intensificando o processo replicativo (10)
Montagem do virion imaturo no citoplasma, insercdo das proteinas de superficie e
transmembranares na membrana plasmatica da célula hospedeira (11) Brotamento do virion
imaturo a partir de exocitose, incorporando a bicamada lipidica da célula hospedeira (12)
Liberacéo do virion imaturo; (13) Maturagéo do virion (adaptado de Engelman & Cherepanov,
2012)

1.5. Origem e diversidade genética do HIV

Os HIV tipo 1 (HIV-1) e tipo 2 (HIV-2), assim como 0S seus respectivos
grupos originaram-se de eventos transmissado zoonoética distintos do Virus da
Imunodeficiéncia Simia, o SIV, de primatas ndo-humanos para humanos. Estes
eventos ocorreram no inicio do século XX, a partir de mutacdes do SIV, que

deram origem ao HIV, que passou a ser capaz de infectar o homem.
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Os tipos de HIV séo classificados nos grupos geneticamente distintos M,
N, O e P do HIV-1 e os grupos A-G do HIV-2. Os quatro grupos do HIV-1
representam diferentes introducdes de primatas ndo-humanos para humanos: os
grupos M (major) e N (Novo) teriam sido resultado da introducgéo pelo SIVcpz; e
0os grupos O (Outlier), e P de introdug¢des por SIVcpz (lentivirus que infecta
chimpanzés Pan troglodytes troglodytes) e SIVgor (lentivirus que infecta gorilas
Gorilla gorilla) (Simon et al., 1998; Roques et al., 2004; Plantier et al., 2009; Tebit
& Arts, 2011; D’Arc et al., 2015). Enquanto os grupos de HIV-2, seriam originarios
do SIVsm (lentivirus que infecta macacos Sooty mangabey).

Regides africanas de habitat natural dos chipanzés Pan troglodytes
troglodytes foram demonstradas como coincidentes de areas onde 0s grupos de
HIV-1 ja foram descritos; bem como regides habitadas por macacos Sooty
mangabey com regides endémicas para o HIV-2, corroborando evidéncias dessa
transmissao zoonotica (Gao et al., 1999; Ejikeugwu et al., 2018). O HIV-1 é
responsavel pela pandemia de aids, enquanto o HIV-2 é endémico em alguns
paises da Africa (Clavel et al., 1986; Alaeus, 2000).

Uma das principais caracteristicas do HIV é sua alta variabilidade
genética. Tal diversidade decorre de diversos mecanismos moleculares. Um
desses fatores € o alto nUmero de erros da enzima transcriptase reversa devido
a auséncia de atividade de reparo no momento da retrotranscricdo do RNA viral
em DNA, o que leva a incorporacao de substituices, delecdes e insercdes de
nucleotideos (Roberts et al., 1988; Zhang et al., 2010; Hu & Hughes, 2012).
Outros fatores importantes que contribuem para a alta diversidade do HIV
incluem: a elevada taxa de replicagao viral e a alta susceptibilidade a eventos de
recombinacdo (Robertson et al., 1995). Os eventos de recombinacdo sao
processos comuns aos retrovirus, devido a existéncia de duas fitas de RNA em
um mesmo compartimento e pela capacidade da transcriptase reversa em se
transferir de uma fita de RNA para outra durante a retrotranscri¢cdo (Yu et al.,
1998). Essa recombinacao pode ocorrer entre genomas do mesmo subtipo, entre
dois ou mais subtipos e até entre grupos diferentes de HIV-1 (Steain et al., 2004).

Devido a essa alta variabilidade genética, a classificacdo do HIV é
complexa. O grupo M é o mais prevalente no mundo, sendo responsavel por
90% da epidemia global de aids, e devido a sua variabilidade genética, €
classificado filogeneticamente em dez subtipos: A, B, C, D, F G, H, J, Ke L
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(Robertson, 2000; Yamaguchi et al., 2019). Os subtipos A e F s&o ainda divididos
em sub-subtipos: A1-A7, F1-F2 (Triques et al., 1999; Gao et al., 2001; Meloni et
al., 2004; Vidal et al., 2006; Désiré et al., 2018). Em 2018, Désiré e cols. propdem
gue os subtipos B e D, sejam classificados como B/D, com a divisdo em sub-
subtipos B, D1, D2 e D3 (Désiré et al., 2018). A variabilidade genética varia de
acordo com a regido genbmica avaliada, apresentando regibes mais
conservadas e mais variaveis, podendo chegar a 35% entre os distintos subtipos
na regido do envelope viral (Korber et al., 2001). Além da variedade de subtipos
e sub-subtipos virais, 0s eventos de recombinacéo entre os diferentes subtipos
levam a geracdo de formas recombinantes circulantes (CRFs) e formas
recombinantes Unicas (URFs) (Robertson et al., 1995, 2000). Assim como para
a descricao de um grupo ou subtipo, para a descricdo de um CRF é necessario
gue sejam sequenciados pelo menos dois genomas completos e um parcial de
virus obtidos de individuos distintos que ndo sejam relacionados
epidemiologicamente. Para ser considerado um novo CRF, essas trés
sequéncias devem apresentar o mesmo padrdo de recombinagéo ao longo do
genoma do virus (Robertson, 2000). No caso de formas recombinantes entre
subtipos encontradas em apenas um individuo infectado, essas s&o
denominadas URFs. Os genomas recombinantes sdo atualmente responsaveis
por pelo menos 20% das infec¢des por HIV-1 no mundo (Hemelaar, 2019). Até
fevereiro de 2020, foram descritas e depositadas no banco de Los Alamos 101
CRFs (Hemelaar, 2019; HIV Sequence Database, 2020).

Essa diversidade genética global do HIV-1 é um grande obstaculo para o
desenvolvimento de vacinas, ja que para que uma vacina contra o HIV seja
mundialmente eficaz, ela deve proteger contra os diferentes subtipos e formas
recombinantes. Com isso, o desenvolvimento, os testes e implementacfes de
vacinas contra o HIV dependem de um conhecimento atual e preciso da
distribuicAo molecular nas diferentes regibes do mundo, uma vez que
sequéncias imunogénicas devem ter a maior proximidade possivel com as
sequéncias virais circulantes na area de interesse (Dan H. Barouch & Korber,
2010; Gaschen et al., 2002). Além disso, a diversidade do HIV também pode ter
grande impacto na progressdo da aids, no diagnéstico, testes de carga viral,

desenvolvimento de resisténcia aos antirretrovirais, bem como a resposta ao
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tratamento antirretroviral (Gregson et al., 2016; Hemelaar et al., 2019; Stone et
al., 2018).

1.6. Epidemiologia molecular do HIV-1

1.6.1 No mundo

Os subtipos de HIV-1 se distribuem globalmente de maneira
extremamente heterogénea (figura 6).

Em estudo recente foi analisada essa distribuicdo molecular com base
num compilado de diversos estudos publicados com amostras de HIV-1
coletadas em diferentes regides geograficas e paises no periodo de 1990 a 2015,
separando as andlises de tendéncias em quatro periodos de tempo (1990-99,
2000-04, 2005-09 e 2010-15). No periodo mais recente, o subtipo C foi
responsavel por cerca de 46% das infeccdes de HIV no mundo. Na Africa
Subsaariana, o subtipo C foi responsavel por mais da metade das infec¢des. O
subtipo B foi responsavel por cerca de 12% de todas as infec¢bes, seguido do
subtipo A (10,3%), CRF02_AG (7,7%), CRFO01_AE (5,3%), subtipo G (4,6%),
subtipo D (2,7%) e os subtipos F, H, J e K juntos somaram 0,9%. Outras CRFs
foram responsaveis por 3,7% das infec¢des, levando a porcentagem do total de
CRFs a 16,7% das infeccdes. As URFs representaram 6,1% das infeccfes, que
somadas as CRFs resultam em 22,8% de infec¢des por formas recombinantes.
A distribuicdo dos subtipos e formas recombinantes mudou ao longo do tempo
tanto nos paises, quanto nas regifes e globalmente. No mundo, comparando-se
os periodos de 2010-2015 ao periodo de 2005-09, houve um aumento do subtipo
B, diminuicdo dos subtipos C e G e da CRF02_AG, e os subtipos A e D se
mantiveram estaveis. A CRF01_AE, outras CRFs e as URFs aumentaram,
mostrando uma tendéncia ao aumento na proporgao global de recombinantes ao

longo do tempo (figura 6) (Hemelaar et al., 2019).
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Figura 6. Distribuicdo global dos subtipos de HIV-1 e das formas recombinantes
circulantes com base em amostras coletadas entre 2010 e 2015. (Hemelaar, 2019)

O subtipo B é amplamente distribuido e € o subtipo mais prevalente na
Europa, nas Américas e na Oceania, sendo um dos subtipos mais estudados
(Hemelaar et al., 2019). Na América Latina, ha uma intensa circulacdo dos
subtipos B (76%), C (7,3%), sub-subtipo F1 (4,4%) e recombinantes BF1
(Hemelaar et al., 2019). O sub-subtipo F1 ja foi detectado na maioria dos paises
da América Latina, como na Argentina (Aulicino et al., 2007), Bolivia (Velarde-
Dunois et al., 2000), Uruguai (Hierholzer et al., 2002) e no Brasil, onde possui
maior prevaléncia (Morgado et al.,, 1994, 1998). No entanto, estudos ja
demonstraram que ocorre uma provavel superestimagéo desses casos F1, com
muitos dos casos, quando analisados por mais de uma regido gendmica ou
genoma completo, na verdade, se tratando de formas recombinantes BF1
(Aulicino et al., 2012; Bello et al., 2010; Guimaraes et al., 2012; Hierholzer et al.,
2002; Marques et al., 2018). Em demais paises, o subtipo F é majoritariamente
detectado como forma recombinante (Hemelaar et al., 2019). Na América Latina,
se destacam as formas recombinantes CRF_12BF encontradas na Argentina,
Paraguai, Uruguai e Bolivia; CRF17_BF na Argentina; CRF38_BF no Uruguai e
CRF44_BF no Chile (Aguayo et al., 2008; Aulicino et al., 2011, 2012; Bello et al.,
2010; Carr et al., 2001; Guimaraes et al., 2012; Ruchansky et al., 2009)
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1.6.2. No Brasil

A epidemiologia molecular do HIV no Brasil é representada
predominantemente pelo subtipo B, seguido pelos subtipos F1, C e formas
recombinantes BF1 e BC (figura 7) (Louwagie et al., 1994; Morgado et al., 1994;
Morgado et al., 1998; Vicente et al., 2000; Guimarées et al., 2002; Brindeiro et
al., 2003; Couto-Fernandez et al., 2005; Brigido et al., 2007, 2011; Pessba et
al., 2014; Reis et al., 2017, 2019). Casos de infec¢gbes por subtipos D, A e
CRF022_AG também ja foram descritos no pais (Morgado et al., 1998; Couto-
Fernandez et al., 2006; Caride et al., 2000; Pires et al., 2004; Machado et al.,
2009; Cardoso et al., 2010). No entanto, a regidao Sul apresenta um perfil de
distribuicdo de subtipos diferente do restante do pais, apresentando uma
predominéancia do subtipo C, principalmente no estado de Santa Catarina,
representando 50-80% dos casos, sendo o estado com maior prevaléncia; e no
estado do Rio Grande do Sul, representando entre 30-45% dos casos (Brindeiro
et al.,2003; Brigido et al., 2007, 2011; Locateli et al., 2007; Raboni et al., 2010;
Simon et al., 2010; Bello et al., 2012; Delatorre et al., 2013; Graf & Pinto, 2013;
Graf et al., 2016). O subtipo C é seguido do subtipo B e recombinantes BC
(principalmente CRF31_BC) e baixa prevaléncia de F1 (Guimaraes et al., 2002,
Soares et al., 2005; Santos et al., 2006; Graf et al, 2013). O Parana ainda
apresenta uma propor¢ao maior do subtipo B (50-70%), seguido pelo subtipo C
(20-30%) e recombinantes BC (~15%) (figura 7) (Ferreira et al., 2008; da Silva et
al., 2010; Toledo et al., 2010; Raboni et al., 2010; Graf & Pinto, 2013).

A regido Sudeste apresenta a maior incidéncia de casos de aids do pais
e segue o padrao molecular descrito para maior parte do territério nacional, com
subtipo B predominante (75-80%), seguido do sub-subtipo F1 (10-15%), o qual
a prevaléncia que pode chegar a 24,4% , dependendo da regido gendémica e do
grupo analisado (Guimarées et al., 2002), recombinantes BF1 (4 a 10%), e em
menor propor¢ao pelo subtipo C (2-8%) (figura 7) (Sabino et al., 1994; Morgado
et al. 1998; Tanuri et al., 1999; Brindeiro et al., 2003; Pires et al., 2004; Cabral et
al., 2006; Barreto et al., 2006; Sa-Ferreira et al., 2007;Sanabani et al., 2010;
Brigido et al, 2011; Sanabani et al., 2011; Alencar et al., 2013; Graf, 2013). No
Brasil, ja foram descritas, baseadas em genomas completos, doze formas

recombinantes circulantes, sendo 10 dessas CRFs BF1. Foram descritas na

17



regido Sudeste: CRF28 BF, CRF29 BF, CRF39 BF, CRF40 BF CRF46 BF e
CRF72_BF; Nordeste: CRF70_BF e CRF71_BF; Centro-Oeste: CRF81 cpx,
CRF90_BF e CRF99 BF; e Sul: CRF31_BC (figura 7) (Morgado et al., 2002; De
Sa Filho et al., 2006; Santos et al., 2006; Guimaraes et al., 2008; Sanabani et al.,
2010; Pessoba et al., 2014a, 2014b; Reis et al., 2017, 2019). Ainda ha casos
isolados de infeccéo pelo subtipo D, bem como recombinantes BD, CRF02_AG,
CRF45 cpx e A (Morgado et al.,1998; Tanuri et al.,1999; Caride et al., 2000;
Pires et al., 2004; Cabral et al.,2006; Eyer-Silva & Morgado, 2007; Varella et al.,
2008; Delatorre et al., 2012, 2016, 2017).

B, F1,BF1,C,D

B,F1, BF1, C, D, BD, CRF70,71BF

B, F1, BF1,C,BC
CRF_81cpx, 90 e 99BF
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C, B,BC, F1
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Figura 7. Distribuicdo dos subtipos e CRFs predominantes do HIV-1 por regido geogréafica
no Brasil. (baseado em Morgado et al.,, 2002, Santos et al, 2006, De Sa Filho et al.,2006,
Guimaraes et al., 2008, Sanabani 2010, Pessoba et al., 2014a, 2014b; Reis et al, 2017; Reis et al,
2019)

A partir de sequenciamento do envelope viral de amostras do subtipo B
no Brasil, foi possivel detectar a existéncia de uma variante que se caracteriza
pela presenga do aminoéacido Triptofano (W) na posicdo 16 do topo da alga V3
da gp120 do envelope viral (Potts et al. 1993; Morgado et al. 1994; Covas et al.
1998), em substituicdo ao aminoacido Prolina (P), comum aos isolados de
subtipo B predominante nas Américas, inclusive Brasil, e na Europa, sendo esta
denominada B” ou Bgr. Esta alteragéo leva a uma diferente conformacao de

estrutura secundaria (Morgado et al. 1996) e uma menor susceptibilidade a
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neutralizagéo do que a variante B pandémica (de Almeida et al., 2016). A variante
Bsr do subtipo B representa cerca de 37 a 57% das sequéncias B e ja foi
encontrada em todas as regides do Brasil (Morgado et al. 1996; Véras et al. 2007;
Machado et al. 2009; Pimentel et al. 2013).

1.7. A histéria natural da infec¢&o pelo HIV-1

A patogénese da infec¢éo pelo HIV-1 e sua histdria natural sdo complexas
e dependem de diversos fatores relacionados a interacdo do virus com o
hospedeiro (Epstein et al., 1993). A infec¢éo pelo HIV-1 ocorre a partir do contato
de um individuo ndo-infectado com sangue, sémen, leite materno de um
individuo infectado. Em torno de duas a quatro semanas a partir dessa
exposicao, inicia-se a fase aguda da infeccao (figura 8). A fase aguda é
geralmente caracterizada por intensa replicacdo viral e alta viremia,
apresentando carga viral superior a 10’ cépias de RNA/ml de plasma, e a
disseminagcdo do virus para os linfonodos, tendo como consequéncia uma
consideravel deplecdo do numero de linfécitos TCD4* (figura 8) (Pantaleo &
Fauci 1996; Moir, Chun, and Fauci 2011; Deeks 2012). Apés a replicacdo nos
linfonodos, o HIV atinge outros tecidos linféides, particularmente o tecido linfoide
associado ao intestino (GALT) (Piatak et al., 1993). Durante a fase aguda, cerca
de 50 a 90% dos individuos infectados apresentam sintomas inespecificos
semelhantes a gripe que geralmente incluem febre, fadiga, faringite, dor de
cabeca e tem duracdo de uma semana, aproximadamente (Cohen, et al 1997;
Walensky et al. 2001). Em resposta a infeccdo ocorre um aumento significativo
de células TCD8+ no sangue periférico, o que indica um papel importante dessas
células na tentativa de controle inicial da replicacdo viral (Borrow et al. 1994;
Koup et al. 1994; Barouch et al. 2000; Streeck et al. 2009).

Apos isso, ha um declinio da viremia, com recuperacdo do numero de
linfécitos TCD4*. A viremia declina até atingir o chamado “set point” viral, que
marca o inicio da fase crénica da infeccéo (figura 8) A contagem de linfocitos
TCD4* se mantéem estavel ou sofre declinio gradual durante essa fase (Cohen et
al.,1997). A maioria dos individuos se mantém assintomatica durante a fase
cronica, representando um longo periodo de laténcia clinica (figura 8). No

entanto, os niveis de viremia ndo sao totalmente controlados, apesar de serem
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baixos (Pantaleo & Fauci, 1996). O efeito citopatico prolongado do virus sobre
as células infectadas, bem como de decorrentes mecanismos imunologicos
como a apoptose e citotoxidade, levam a destruicdo destas células e, assim,
resulta numa grande deplecdo de células TCD4*. Com isso, essas células
atingem niveis inferiores a 200 células/mm3, geralmente, apds um periodo de
trés a dez anos. Associada a deplecéo, ocorrem processos de exaustdo imune
que levam a queda de anticorpos neutralizantes e resposta especifica de
linfécitos. Ocorre, com isso, um novo aumento da replicacdo viral, levando aos
sintomas da fase de aids (figura 8). Dessa forma, a sindrome é caracterizada por
uma acentuada imunossupressao, que, consequentemente, torna o individuo
infectado susceptivel a infec¢des oportunistas (como tuberculose, toxoplasmose,
criptosporidiose), neoplasias secundarias e manifestacdes neurologicas. Na
auséncia da terapia antirretroviral, esses sintomas culminam no Obito do
individuo (figura 8) (Cohen et al,1999; Kahn & Walker 1998; Alcami and Coiras

2011). Com a introducdo da TARYV, o curso clinico da infeccdo pelo HIV é

alterado.
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Figura 8. Histéria natural da infec¢do pelo HIV-1. (Adaptado de An and Winkler 2010)
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1.8. Terapia antirretroviral (TARV)

Os farmacos que compdem a TARV atuam na inibicdo de diferentes
etapas do ciclo replicativo do virus, proporcionando o reestabelecimento e/ou
manutenc¢ao da resposta imune, que leva ao aumento da sobrevida e qualidade
de vida dos individuos vivendo com HIV (Ford et al., 2018; Grubb et al., 2014;
Mayer et al., 2004; Oguntibeju, 2012). Desde 2013, a OMS passou a recomendar
a politica de “test and treat” (testar e tratar), a qual estimula a testagem precoce
e preconiza a imediata introdugcdo da TARV, tdo logo haja confirmagdo da
infeccdo pelo HIV (OMS, 2013). Esta politica foi inicialmente proposta diante de
contagem de linfécitos T CD4* menor ou igual a 500 células/uL e, em 2015,
aperfeicoada, recomendando que a TARV seja iniciada independentemente dos
valores de carga viral e contagem de linfécitos T CD4* do individuo (OMS, 2015).
Essa medida impactou positivamente o cenario das PVHIV, promovendo melhor
reconstituicdo do sistema imune, diminuicdo na diversidade dos reservatorios
virais e, ainda, a diminui¢cdo da transmissdo do HIV (Chihana et al., 2018; Leite
et al., 2019; UNAIDS, 2019).

Atualmente, ha seis classes de antirretrovirais: os inibidores nucleosidicos
da transcriptase reversa e 0s inibidores nado-nucleosidicos da transcriptase
reversa, que atuam na enzima viral transcriptase reversa e inibem a formacao
do DNA proviral (Kakuda, 2000; Grobler et al., 2007; Holec et al., 2017; Rai et
al., 2018); os inibidores de protease, que blogueiam a atividade da enzima
protease, impedindo a clivagem das poliproteinas e resultando em virions
imaturos e nao infectivos (Ghosh et al., 2016); os inibidores da integrase, que
inibem a integracdo do DNA proviral ao genoma da célula hospedeira através do
blogueio da enzima viral integrase (Adams et al., 2012; Di Santo, 2014; van der
Galién et al., 2019); inibidor de fusdo, que atua como antagonista da gp4l
(LaBonte et al., 2003; Fung & Guo, 2004; Lobritz et al., 2010; Rullo et al., 2019);
e antagonista do correceptor CCR5, que inibe a ligacdo da alca V3 da gpl120
com esse receptor e, consequentemente, bloqueia a entrada do virus na célula
(Lobritz et al., 2010; Rullo et al., 2019).
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1.9. Caracterizacédo biolégica do HIV-1: tropismo e regides associadas

Os isolados virais de HIV-1 podem ser classificados biologicamente de
acordo com o uso preferencial do correceptor de quimiocina para entrada na
célula, que determina o tropismo por determinado tipo celular. Denomina-se R5
tropicos os virus que utilizam somente o correceptor CCR5, geralmente mais
expressos por linfocitos T CD4* ativados e macréfagos. Ja os virus X4 tropicos,
utilizam o correceptor CXCR4 que € expresso usualmente por células T de
linhagem e linfocitos T CD4* naive. Aqueles com capacidade de utilizar
simultaneamente os correceptores CCR5 e CXCR4 sdo denominados virus
R5X4 tropicos. Uma fracdo significativa de linfocitos TCD4* de memodria
expressam ambos os correceptores CCR5 e CXCR4 (Bleul et al. 1997; Berger
et al, 1999; Lee et al. 1999; Thielen et al. 2010). Os virus R5 sdo menos
patogénicos, ja os virus X4 apresentam alta capacidade replicativa e levam a
uma progressao mais rapida para doenca (De Jong et al. 1992; Fouchier et al.
1992; Alkhatib et al. 1996; Franca et al. 2011; Almeida et al. 2014).

De acordo com a histéria natural da infeccédo pelo HIV-1, durante a fase
aguda verifica-se a prevaléncia de variantes R5 e a emergéncia de virus X4 em
estagios mais avancados da infeccdo (figura 9). A mudanca de tropismo de
CCR5 para CXCR4 esta geralmente associada ao aumento da carga viral e
diminuicdo de células TCD4, levando assim, a uma progressao rapida para a
aids (figura 9) (Bergeret al, 1999; Brumme et al. 2005; Thielen et al. 2010;
Verhofstede et al. 2012; Almeida et al. 2014; Arif et al. 2017). A maioria dos
estudos de tropismo foi realizada em coortes com predominio de subtipo B e
relatam que entre 40% e 50% dos individuos fazem troca de R5 para X4 ao longo
da progressédo para a aids e aproximadamente 40% permanecem R5 ao longo
da infeccdo (Berger et al., 1999; Brumme et al., 2005). Entretanto, alguns
estudos ja detectaram no inicio da infeccdo uma prevaléncia que varia de 4 a
16% de virus X4 (De Mendoza et al. 2008; Frange et al., 2009; Huang et al. 2009)
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Figura 9. Proposta da distribuicdo das populacbes R5 e X4 tropicas ao longo da
progresséo da aids baseado no subtipo B. Contagem de linfécitos T CD4+ (azul), populagdo
de HIV-1 R5 trépica (verde), populacdo de HIV-1 duo-tropica (amarelo), populacdo de HIV-1 X4
tropica (vermelho) (adaptado de Verhofstede et al., 2012)

Com relagéo a variante Bsr 0 tema é controverso; ja foi descrito uso
exclusivo do correceptor CCR5 por essas variantes (Leal et al., 2008), entretanto,
em outro estudo foram encontradas variantes X4 no inicio da infec¢éo (Sucupira
et al., 2012). Alguns estudos demonstraram uma grande proporcao de virus X4
em recém infectados pelo subtipo D (Kaleebu et al., 2007; B. T. Korber et al.,
1994). Outros demonstraram que infectados pelo subtipo C utilizam
majoritariamente o correceptor CCRS5, sendo rara a ocorréncia de variantes X4
mesmo apos a progressao para doenca (Cilliers et al., 2003; Coetzer et al., 2006,
2011). Desta forma, os subtipos podem desenvolver estratégias distintas na
utilizacdo do correceptor de entrada (Borm et al., 2016; Cashin et al., 2013;
Coetzer et al., 2011; Jakobsen et al., 2013), demonstrando a importancia de se
estudar as possiveis diferencas entre aqueles circulantes no Brasil,
principalmente a variante Bgr tipicamente brasileira e o sub-subtipo F1 que
carecem de informacdes.

ApoOs o desenvolvimento do Maravirogue, um farmaco antagonista de
CCRS5, para o qual apenas individuos com virus R5 séo elegiveis, que € utilizado
na terapia de resgate no Brasil desde de 2013, o interesse no estudo dos

correceptores de entrada e no comportamento dos virus R5 e X4 ao longo da
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infeccéo pelo HIV tém aumentado. Assim, a determinacé&o do tipo de correceptor
utilizado pelo virus € de extrema importancia para que a eficacia do tratamento
seja monitorada.

A dindmica da transicdo que determina a selecéo dos virus X4 a partir da
infeccdo priméria por virus R5 tem sido amplamente estudada. Variagbes
genéticas na alca V3 da gpl20 do envelope viral, tais como presenca de
aminoacidos basicos arginina (R) e lisina (K) nas posicbes 11 e 25 e a
substituicdo de residuos negativamente carregados por outros de carga positiva
ao longo da alga, demonstram influéncia na troca do uso do correceptor CCR5
para CXCRA4 pelos virus ao decorrer da infeccdo (Coetzer et al., 2006). Diversos
ensaios genotipicos ja foram desenvolvidos para predicdo do uso do correceptor
de entrada pelo HIV-1 e se baseiam na sequéncia da alca V3 da gpl120 do
envelope viral. No entanto, tem sido descrito o envolvimento de outras regides
gendmicas além da V3 na escolha do correceptor, como as regifes V1/V2 e C4
da gp120 (Labrosse et al., 2001; Suphaphiphat et al, 2007; Santos-Costa et al,
2014) e mais recentemente do Tat, LTR e Vpr (Antell et al, 2016, 2017). Apesar
dessas proteinas ndo estarem diretamente associadas a entrada do virus na
célula, ja foi descrito que Vpr € essencial na replicacdo em macrofagos (Kogan
& Rappaport 2011; Kogan et al. 2013) e possivel coevolucéo entre Vpr e V3 do
envelope, sugerindo funcionalidade tipo especifica (Antell et al., 2017). Em
estudo recente foi descrita troca do consenso de aminoacidos nas posi¢cdes 37
e 41 desta proteina quando sequéncias de virus R5 e X4 eram comparadas, bem
como alteracdo na abundancia nas posicdes 36, 89 e 96, conforme visualizado
na figura 10 (Antel et al., 2017).
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Figura 10. Logos demonstrativos da regido Vpr do HIV-1 baseada no subtipo B do HIV-1.
Abundéancia das sequéncias analisadas para as regides 36-45 e 87-96. As posicdes
relatadas como estatisticamente divergentes estdo destacadas em caixas pretas. Estes
resultados foram obtidos a partir da divergéncia de Jensen-Shannon (adaptado de Antel et al,
2017).

No estudo de Antell e cols. 2016, diferentes abundancias de aminoacidos
nas posigdes 7, 23, 57, 60 em Tat foram verificadas em virus R5 em comparacéo
com X4, de acordo com a figura 11. Estes achados sugerem que a evolugéo de
HIV-1 R5 para X4 requer adaptacédo a nivel de controle transcripcional em adicao

a ligacao do correceptor e entrada na célula (figura 11) (Antell et al., 2016).
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Figura 11. Posi¢cBes em Tat estatisticamente divergentes entre X4 e R5 do HIV-1 subtipo
B. Abundancia das posicdes relatadas como estatisticamente divergentes (7, 23, 57, 60) a partir
da analise de divergéncia de Jensen-Shannon. Aminoacidos foram coloridos de acordo com suas
propriedades quimicas como: carregados positivamente (vermelho), carregados negativamente
(azul), polar ndo carregado (roxo), hidrofobico (verde) e ndo classificados (amarelo) (adaptado
de Antel et al, 2016).

1.10. Justificativa

No Brasil, a epidemia de HIV-1 € composta majoritariamente pelos
subtipos B, F1, C, recombinantes BF1 e BC (Potts et al., 1993; Morgado et al.,
1994; Louwagie et al., 1994; Vicente et al., 2000; Guimardes et al., 2002;
Morgado et al., 2002; Brindeiro et al., 2003; Couto-Fernandez et al., 2005; Brigido
et al., 2011; Pessba et al, 2014). Além destes, observamos a presenca de uma
variante do subtipo B, denominada Ber, a qual esta presente em 37 a 57% das
amostras B brasileiras, mas possui baixa prevaléncia fora do pais (Morgado et
al., 1994, 1998, Covas et al., 1998, Pimentel et al., 2013). Uma prevaléncia que
pode chegar a 24,4%, dependendo da regido genémica e do grupo analisado
(Guimarées et al., 2002), é verificada para o sub-subtipo F1, o qual apresenta
prevaléncia mundial menor do que 1% (Hemelaar et al., 2018), sendo assim de
suma relevancia o estudos de isolados que compdem a epidemia brasileira para

melhor conhecimento dos mesmos.
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O HIV pode ser classificado biologicamente de acordo com o tipo de
correceptor de entrada na célula hospedeira (Berger et al., 1999). De acordo com
a histéria natural da infeccao pelo HIV-1, estudos com o subtipo B demonstraram
gue durante a fase aguda verifica-se a prevaléncia de variantes R5 e ao longo
da infeccao entre 40% a 50% dos virus fazem troca de R5 para X4, geralmente
associada a uma progressao mais rapida para aids (Berger et al., 1999; Brummer
et al., 2005; Thielen et al.,, 2010). Com relacdo a variante Bsr 0 tema é
controverso; j4 foi descrito uso exclusivo do correceptor CCR5 por essas
variantes (Leal et al., 2008), entretanto, também foram encontradas variantes X4
no inicio da infec¢do (Sucupira et al., 2012). Alguns estudos demonstraram uma
grande proporc¢éao de virus X4 em recém infectados pelo subtipo D (Korber et al.,
1994; Kaleebu et al., 2007). Outros demonstraram que infectados pelo subtipo C
utilizam majoritariamente o correceptor CCR5, sendo rara a ocorréncia de
variantes X4 mesmo apo6s a progressao para doenca (Cilliers et al., 2003,
Coetzer et al., 2011). A reduzida incidéncia de virus X4 nesses individuos pode
ser atribuida ao fato deste requerer mais mutacdes tanto na regido V3 como em
outras regides da gpl20 em comparagdo com o subtipo B. Desta forma, os
subtipos podem desenvolver estratégias distintas na utilizacdo do correceptor de
entrada (Coetzer et al., 2011; Jakobsen et al., 2013) demonstrando a importancia
de se estudar as possiveis diferencas entre aqueles circulantes no Brasil,
principalmente a variante Bsr tipicamente brasileira e o sub-subtipo F1 que
carecem de informacdes.

Diversos ensaios genotipicos ja foram desenvolvidos para determinagéo
do uso do correceptor de entrada pelo HIV-1 e se baseiam na sequéncia da alca
V3 da gpl120 do envelope viral, onde ocorre a ligagdo com o correceptor. No
entanto, tem sido descrito o envolvimento de outras regides genémicas além da
V3 na escolha do correceptor, como as regifes V1/V2 e C4 da gp120 (Labrosse
et al., 2001, Santos-Costa et al, 2014, Suphaphiphat et al, 2007) e mais
recentemente do Tat, LTR e Vpr (Antell et al, 2016, 2017). Vpr € uma proteina
acessoria do HIV-1 com varios papeéis na replicacdo viral, sendo essencial na
replicacdo de macrofagos (Kogan and Rappaport, 2011), sugerindo
funcionalidade tipo especifica, e possivel coevolugdo com V3 do envelope (Antel
et al, 2017). Tat ndo esta diretamente associada a entrada do virus na célula,

contudo € um dos fatores regulatérios essenciais para a expressao genética do
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HIV, responsavel por ativar a transcricdo e alongamento do promotor LTR. Em
dois estudos recente foram descritas selecdo em alguns aminoacidos, levando
a diferencas de proporcéo destes nas proteinas Vpr e Tat, quando sequéncias
de virus R5 e X4 do subtipo B eram comparados (Antel et al., 2016, 2017). Estes
achados sugerem que a evolugéo de HIV-1 R5 para X4 requer adaptacéo a nivel
de controle transcricional em adicao a ligacao do correceptor e entrada na célula
e que esta pode ser decorrente dos diferentes alvos celulares durante o curso
de uma infeccdo produtiva (Antel et al., 2016). Como ambos o0s estudos se
basearam apenas em amostras do subtipo B, torna-se necessario avaliar se o
mesmo padréo se repete nos demais subtipos e para as variantes do subtipo B.
Dessa forma, avaliamos neste estudo se o0s subtipos/variantes do HIV-1
prevalentes no Brasil possuem estratégias distintas de uso do correceptor de
entrada e, se outros genes além da regido V3 do envelope estariam associados

a esse tropismo.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o genotropismo e possiveis assinaturas correlacionadas ao
tropismo nos genes regulatorios e acessorios em individuos HIV-1 cronicamente

infectados pelo subtipo B, variante Bsr, € sub-subtipo F1.

2.2 Objetivos especificos:

e Subtipar o HIV-1 com base na regidao C2V3 do envelope viral;

e Determinar a possivel influéncia dos subtipos B (variantes Bran € Bgr) €
F1 do HIV-1 no uso dos correceptores CCR5 e/ou CXCR4;

e Avaliar a influéncia de trocas de aminoacidos nas proteinas Vif, Vpr, Vpu,
Rev e Tat de acordo com o subtipo e uso do correceptor.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica

Este € um estudo transversal com a utilizacdo de amostras biolégicas
estocadas que fazem parte do biorrepositério do Laboratério de aids e
Imunologia Molecular - IOC/FIOCRUZ e foram encaminhadas ao laboratério
através da rede nacional de genotipagem da resisténcia do HIV-1 (RENAGENO).
A casuistica € composta por individuos HIV-1 positivos em uso da terapia
antirretroviral combinada, e com falha virolégica (carga viral 21000 cépias/mL)
no momento da coleta. Analisamos 159 amostras previamente classificadas
através de analise filogenética da regido da polimerase viral (PR/RT) como do
subtipo B ou sub-subtipo F1, a fim de obtermos 30 amostras classificadas como
B, 30 amostras Bsr € 30 amostras F1 na regido do envelope viral (C2V3). A
autorizacéo para utilizacdo deste material biol6gico com vista a genotipagem da
regido alvo deste estudo foi prevista no adendo submetido e aprovado pelo CEP
no projeto “Andlise da dindmica de transmissédo e disseminacdo do HIV-1 e da
prevaléncia de mutacdes de resisténcia aos antirretrovirais no estado do Rio de
Janeiro”, CEP: CAAE 03925112.0.0000.5248.

3.2. Extracédo de DNA

A extracdo do material genético foi feita a partir de amostras de sangue
total, por método cromatogréafico em colunas de silica, através do kit de extracédo
QIAamp DNA Blood Mini (Qiagen, Alemanha) utilizando-se 200 pL seguindo as
instrucdes do fabricante. O DNA extraido foi identificado e estocado a -20°C até

utilizacgéo.
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3.3. Amplificac&o por nested PCR das regides estudadas

3.3.1. Amplificac&o por nested PCR da regido C2V3 da gp120 do
envelope viral

Visando realizar a caracterizacdo do subtipo e analise de tropismo,
utilizamos a técnica de nested PCR para amplificacdo da regido C2V3 da gp120
do envelope viral. Essa técnica consiste na realizagéo de duas reacfes de PCR
subsequentes com dois pares de iniciadores. Foram utilizados os iniciadores
externos ED5/ED12 (6557-7811 posicdo relativa ao HXB2) para a primeira
reagdo e os internos ED31/ED33 (6817-7381 posicao relativa ao HXB2) para a
segunda reacgéo. O fragmento interno resultante dessa amplificacdo possui 564
pares de base (pb) (figura 12).

Para a primeira reacdo de PCR de cada amostra, utilizamos a enzima
Platinum® Taqg DNA Polimerase (Invitrogen, EUA) com o0s seguintes reagentes:
5 puL do Tampéo Buffer 10X da enzima; 2,5 pL de MgClz (25 mM); 0,7 pL de
dNTP (25 mM); 0,7 uL de cada iniciador (25 pmol/uL); 35,4 yuL de agua DEPC e
0,3 pL (1,5U) da enzima. Adicionamos, entdo, 5 pL de DNA da amostra a essa
solucéo.

Apds o preparo, os tubos contendo as reacdes foram colocados no
termociclador. As reacbes foram realizadas no termociclador Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems, EUA) com a seguinte ciclagem de PCR: 1 ciclo de
94°C por 2min, 35 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 30s, 72°C por 2 min, e 1
ciclo de 72°C por 10 min.

Para a segunda reacao de amplificacao, transferimos 5 pL do produto da
primeira rea¢do, mantendo as mesmas concentra¢des dos reagentes e a mesma
ciclagem. Para a visualizagdo da amplificacdo do fragmento alvo, foram
aplicados 5 pL do produto da segunda reacdo de PCR com 1 yL do corante
GelRed (20X) e 1 pL do tampéo de corrida. A corrida de eletroforese ocorreu

durante 90 minutos a 80 volts, utilizando o TBE 1X como tampao de corrida.

3.3.2. Amplificac&o por nested PCR daregiao Vif-Rev

Para a verificacdo de assinaturas nos genes vpr e tat, que possam estar

associadas ao tropismo viral, inicialmente nos propusemos a realizar a técnica
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de nested PCR para um unico fragmento compreendendo toda a regido de Vif a
Rev. No entanto, enfrentamos diversos problemas metodolégicos e optamos por
utilizar dois fragmentos sobrepostos. Para o primeiro fragmento, foram utilizados
os iniciadores externos SCCOS/ESS8 (4841-7657 posicao relativa ao HXB2) e os
internos SCCNS/JH48 (4918-7523 posicao relativa ao HXB2). O fragmento
interno resultante dessa amplificacdo possui 2605 pb. Para o segundo
fragmento, foram utilizados os iniciadores externos JH44/NEF6AS (6974-9036
posicédo relativa ao HXB2) e internos ES7/NEF3AS (7020-8697 posicao relativa
ao HXB2). O fragmento interno resultante dessa amplificacdo possui 1677 pb
(figura 12).

Utilizamos a enzima Invitrogen™Platinum™SuperFi™DNA Polymerase
(Invitrogen, EUA), para obter maior fidelidade, com os seguintes reagentes para
cada amostra: 10 pL do Tampéao Buffer 5X da enzima; 1 pL de MgClz (25 mM);
1 yL de dNTP (25 mM); 1 uL de cada um dos iniciadores (25 pmol/uL), 30,5 pL
de agua DEPC e 0,5 pL da enzima (1U). Adicionamos 5 L de DNA da amostra.

Apds o preparo, os tubos contendo as reacdes foram colocados no
termociclador. As reacfes foram realizadas no termociclador Veriti Thermal
Cycler (Applied Biosystems, EUA) com a seguinte ciclagem de PCR: 1 ciclo de
98°C por 2min, 35 ciclos de 98°C por 30s, temperatura de anelamento de 55°C
para o fragmento 1 e 57°C para o fragmento 2 por 45s, 72°C por 2 min, e 1 ciclo
de 72°C por 10 min. Para a segunda reacao, transferimos 5 puL do produto da

primeira reacdo, mantendo a mesma concentracao dos reagentes.
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Figura 12. Regides estudadas no genomado HIV-1. Representacdo do genoma do HIV-1 com
os fragmentos da reacao final de PCR da regido C2V3 (vermelho) e Vpr-Tat (azul).
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3.4. Purificacéo e sequenciamento dos produtos de PCR

Os produtos da segunda reacdo do PCR de cada fragmento estudado
foram purificados utilizando-se o kit lllustra™MGFX™PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, UK) através de colunas de purificagcdo, seguindo as
instrucdes do fabricante. Apds a purificacdo, os produtos de PCR foram
submetidos a reacdo de sequenciamento utilizando-se o kit Big Dye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, EUA). Para o sequenciamento da regiao C2-V3,
utilizamos os iniciadores ED31, ED33 e/ou ENV0O4AS. Para o fragmento 1 Vpr-
Tat, utilizamos os iniciadores SCCNS, MMINT6, VPR1S, VPR1AS, ED3, ED3AS,
VPULS, VPU1AS, ED5, ENVO1AS, ENVO03AS, JH48. Para o fragmento 2 Vpr-
Tat, utilizamos os iniciadores ED33, ED33S, ES7, ED14, SCDOS, JH35, JH38,
JH44, NEF3AS, NEF6AS, SCDOS. As amostras foram sequenciadas na
Plataforma de Sequenciamento do IOC/FIOCRUZ.

Tabela 1. Primers utilizados nas rea¢c8es de sequenciamento

Primers Sentido Sequéncia rggfiiffgo
HXB2*
ED31 Senso CCTCARYCATWACACARGCYTGTCCAAAG 6817kb
ED33 Anti-senso TTRCARTAGAAAAATTCYCCTC 7381kb
ENO4AS | Anti-senso ATTTCTRGGTCCCCTCCTGA 7336kb
SCCNS Senso CAAAATTTCCGGGTTTATTACAGGGACA 4890kb
MMINT6 Senso GGGATGTGTACTTCTGAACTT 5213kb
VPR1S Senso GAAGCTGTYAGACAYTTTCC 5643kb
VPR1AS | Anti-senso GGAAARTGTCTRACGCTTC 5662kb
ED3 Senso GTTAGGCATYTCCTATGGCAG 5956kb
ED3AS | Anti-senso CCTGCCATAGGARATGCCTAA 5977kb
VPU1S Senso AGAGCAGAAGACAGTGGCAA 6206kb
VPU1AS | Anti-senso TTGCCACTGTCTTCTGCTCT 6225kb
ED5 Senso ATGGGATCAAAGCCTAAARCCATGTG 6557kb
ENVO3AS | Anti-senso TTTAGGCTTTGATCCCAT 6574kb
ENVO1AS | Anti-senso | CTTTGGACARGCYTGTGTWATGRYTGAGG 6845kb
JH44 Senso ACAGTRCARTGYACACATGG 6954kb
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ES7 Senso CTGCTGTTAAATGGCAGTCTAG 6999kb
JH48 Anti-senso RATGGGAGGRGYATACA 7541kb
ED14 | Anti-senso |  TGYCTGGAGCTGYTTRATGCCCCAGAC 7958kb

ED33S Senso GAGGRGAATTTTTCTAYTGYAA 7360kb
SCDOS Senso TTGAACCAYTAGGARTAGCACCCAC 7696kb
JH35 Anti-senso CACTTCTCCAATTGTCCITCA 7668kb
JH38 Anti-senso GGTGARTATCCCTKCCTAAC 8365kb
NEF3AS | Anti-senso TTCTATAAYYCTATCTGTCCC 8717kb
NEF6AS | Anti-senso GTCATTGGTCTTAAAGGYAC 9035kb

* HXB2- sequéncia de referéncia do subtipo B do HIV-1.

3.5. Analise, edicédo das sequéncias e determinacdo dos subtipos virais

As sequéncias correspondentes as regides de estudo foram editadas
utilizando o software SegMan do programa DNASTAR Lasergene 11.0.
Posteriormente, as sequéncias consenso de cada amostra foram alinhadas no
programa MEGA 7.0, juntamente com sequéncias de referéncia
correspondentes aos diferentes subtipos de HIV-1 obtidas do banco de dados de
Los Alamos (http://hiv.lanl.gov). A analise filogenética com o método de distancia
de agrupamentos de vizinhos (Neighbor-Joining) e o modelo de substituicdo
Tamura-Nei foram utilizados para a determinacdo dos subtipos de HIV-1 no
mesmo programa. Para a deteccdo de possiveis recombinacdes, usamos a

analise de bootscan do programa Simplot 3.5.1.

3.6. Predicao genotipica dos correceptores CCR5 e/ou CXCR4

A predigéo do uso do correceptor foi realizada com base na sequéncia de
aminoacidos da regido V3 da gpl120 do envelope viral utilizando a plataforma
Geno2pheno [correceptor], com falso positivo igual a 10%, conforme as

OrientacOes Européias de Testes de Tropismo.
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3.7. Andlise das regides Vpr e Tat

No programa Mega 7.0 foi feito o alinhamento e traducdo das sequéncias
para a andlise das posi¢cdes quanto ao uso diferencial do correceptor entre cepas
X4 e R5 no subtipo B pandémico..

Para compor a analise e aumentar o espaco amostral, realizamos a busca
de sequéncias no database de Los Alamos. Foram incluidas todas as sequéncias
brasileiras, de subtipos puros B e F1, totalizando 249 sequéncias B e 25
sequéncias F1. Foi realizado o alinhamento das mesmas no programa MEGA
7.0, do qual foram retiradas as sequéncias com muitos codons de parada
(sequéncias defectivas) ou indeterminacdes (dificultando a analise de algumas
posicdes que poderiam ser relevantes). A arvore filogenética foi gerada para a
confirmacdo dos subtipos e verificacdo de possiveis sequéncias do mesmo
paciente, que quando encontradas, foram excluidas para que apenas uma
sequéncia por individuo fosse utilizada. As amostras Bsr foram reconhecidas a
partir do motivo GWGR no alinhamento de aminoécidos. As sequéncias obtidas
de bancos de dados, juntamente com as sequéncias geradas neste trabalho,
foram submetidas ao Geno2Pheno como descrito no item 5.6 e divididas em
diferentes alinhamentos de acordo com os genes vif, tatl, tat2, vpr, vpu, revl e
rev2, o subtipo e tropismo. Uma vez realizado o alinhamento e a separacéo por
gene, obtivemos 42 alinhamentos (sete genes X seis grupos -Bran, Ber € sub-
subtipo F1 divididos em R5 e ndo-R5).

Os alinhamentos foram, entdo, traduzidos para aminoacidos com a
utilizacdo do Mega 7.0. A partir dessa traducéao, foi obtida a sequéncia consenso
de aminoacidos para cada um dos 42 alinhamentos a partir do programa
Geneious, considerando o valor de 0.90 de identidade para determinar o
aminoacido consenso de cada posicdo. Por fim, as sequéncias consenso para
cada grupo foram alinhadas e comparadas, a procura de posicdes que
apresentaram diferenca entre os grupos R5 e o0s grupos X4 nos distintos
subtipos/variantes.

Para o Vpr inspecionamos na sequéncia consenso as posicfes 37 e 41
(Antell et al.,2017) e com relacao ao gene Tat analisamos as posic¢des 7, 23, 57,

60 (Antell et al., 2016), além de buscar por quaisquer outras posicoes que
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apresentassem relevancia. Para os demais genes, analisamos as sequéncias

consenso, inspecionando se ha alguma assinatura.

3.8. Diluigéo limite

A diluicdo limite foi realizada para as amostras que apresentaram
presenca de mais de uma quasiespécie, resultando em problemas na leitura da
sequéncia. Foram utilizadas as seguintes estratégias até a obtencdo da
sequéncia pura: apés problemas com o resultado do PCR com 5 yL de amostra,
repetimos com 2,5 pL; em ocorrendo novamente o problema, utilizamos 1 pL;

depois a diluicdo da amostra em 1:5 e, por fim, 1:10 (figura 13).

Sul

2,5ul

1l

15

1:10

Figura 13. Esquema representativo da estratégia de diluicdo limite. A setas demonstram a
ordem das repeticfes da reacdo de PCR, gradativamente diluindo a amostra a cada tentativa, a
fim de obter a sequéncia pura.

\VAVAVAV/
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4. RESULTADOS

4.1. Subtipagem das amostras com base na regido C2V3 do envelope viral

Foram submetidas a amplificagdo por nested PCR da regido C2V3 159
amostras, previamente classificadas em pol como sendo pertencentes ao
subtipo B (n=124) e ao sub-subtipo F1 (n=35). Destas, 153 amostras foram
positivas e submetidas a reacdo de sequenciamento, no entanto, apenas 141
foram sequenciadas com sucesso e submetidas a andlise filogenética do

envelope (tabela 2).

Tabela 2. Amostras amplificadas e sequenciadas naregido C2V3 de acordo com o subtipo
daregiao pol

Classificacao pol Andélise daregido C2V3
Amostras Amostras Amostras
submetidas a amplificadas com sequenciadas
amplificacéo sucesso COm sucesso
B 124 118 106
F1 35 35 35
Total 159 153 141

A partir do alinhamento das 141 sequéncias geradas neste estudo em
conjunto com sequéncias de referéncia dos distintos subtipos, foi construida a

arvore filogenética (figura 14).
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Figura 14. Analise filogenética preliminar da regido C2V3 do envelope viral (~564bp,
posicédo 6817-7381 relativa ao HXB2) das sequéncias de HIV-1. As 141 amostras geradas
neste trabalho estdo marcadas com circulos. As sequéncias que apresentaram baixa distancia
genética com outras analisadas ou que se agruparam com alto valor de bootstrap, foram
analisadas quanto ao vinculo epidemiolégico ou quanto a serem distintas visitas do mesmo
paciente e estdo destacadas com circulos vermelhos. As sequéncias que se agruparam em
ramos separados (circulo rosa) foram investigadas quanto a probabilidade de recombinacgéo. As
demais sequéncias estdo marcadas com circulos pretos. Os ramos das sequéncias sob
investigacao estdo ampliados e numerados. A andlise filogenética foi realizada pelo método de
Neighbor-Joining e modelo de substituicdo Tamura Nei. Valores de boostrap para 1000 réplicas
acima de 80 estdo mostrados nos ramos.
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O conjunto de sequéncias que demonstraram baixa distancia genética
entre si na arvore foram investigadas, assim como aquelas que se agruparam
com alto valor de booststrap e uma distancia genética maior em relacdo as
anteriormente  descritas. @ Quando as amostras se  mostraram
epidemiologicamente relacionadas (mae e filho; cbnjuges; parceiros) ou
amostras de diferentes visitas do mesmo paciente, selecionamos apenas uma
delas para prosseguir com as analises. Assim, foram investigados os seguintes
ramos (figura 14):

1. Sequéncias investigadas agrupadas com alto valor de bootstrap,
apesar da distancia genética entre estas; como nao apresentaram relacao
epidemioldgica, ambas foram mantidas;

2. Sequéncias investigadas pela baixa distancia genética e alto boostrap:
no cluster superior, as amostras com valor de bootstrap 100 revelaram ser do
mesmo paciente, entdo uma delas foi excluida; no cluster inferior as amostras
do ramo mais interno com valor de bootstrap 100 revelaram ser do mesmo
paciente, e uma delas foi excluida;

3. Sequéncias investigadas pela baixa distancia genética: as trés
amostras com valor de bootstrap 100 revelaram ser do mesmo paciente, duas
delas foram excluidas;

4. Sequéncias agrupadas com alto valor de bootstrap de 92, apesar de
ndo tao curta a distancia, foram investigadas por possivel relacédo
epidemioldgica. Visto que ndo apresentaram relacdo epidemioldgica, foram
mantidas;

5. Sequéncias investigadas pela baixa distancia genética e alto bootstrap
100, estas revelaram ser do mesmo paciente, portanto, uma delas foi excluida;

6. Sequéncias investigadas pela baixa distancia genética e alto bootstrap
(100): as trés amostras revelaram serem do mesmo paciente, duas delas foram
excluidas;

8. Sequéncias investigadas pela baixa distancia genética e alto bootstrap.
No cluster superior, as sequéncias com valor de bootstrap 99 revelaram ser do
mesmo paciente, entdo uma delas foi excluida; no cluster inferior as sequéncias
com valor de bootstrap 100 revelaram ser do mesmo paciente, e uma delas foi

excluida.
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As sequéncias que se agruparam em ramo a parte dos subtipos foram
investigadas quanto possibilidade de recombinacéo (figura 14, ramo 7). Através
da analise de Bootscan, as quatro sequéncias (15BRRJR002, 15BRRJR014,
15BRRJR020 e 15BRRJR123) foram identificadas como recombinantes
intragénicas BFenv, e excluidas das analises posteriores (figura 15).

15BRRJR0Q02 15BRRJR014
| ' b
P A
J -B
PUAVEEEEDN -D
-F
15BRRJR020 -G
— —H
AV N —
“ P J
‘ K
\ “‘.‘ .
“)5‘
A

Figura 15. Anélise de Bootscan para deteccdo de possivel evento de recombinacdo na
regido C2V3 do envelope viral do HIV-1 de sequéncias que se agruparam em ramo a parte
na arvore filogenética. As linhas coloridas representam o grau de similaridade com cada um
dos subtipos conforme as cores da legenda. O cutoff de 70% das arvores permutadas esta
marcado com uma linha preta. Todas as quatro amostras apresentaram indicios de
recombinac¢éo entre os subtipos B (azul) e F (vermelho).

Com isso, foram excluidas no total 17 sequéncias, sendo uma sequéncia
previamente classificada como F1 e que foi caracterizada como subtipo C no
envelope, uma vez que andlises do subtipo C ndo seriam realizadas. Quatro por
apresentarem recombinacdo intragénica BFenv e 12 por serem de visitas
distintas de individuos analisados ou epidemiologicamente relacionadas.

Apbs a exclusdo dessas sequéncias, foram mantidas 124. A partir destas,
foi gerada uma nova arvore filogenética para a regido C2V3 do envelope viral
(figura 16). Dessas 124 sequéncias, 76 foram confirmadas como Bpol/ Branenv,
17 Bpol/Berenv, 3 Flpol/Branenv, 25 Flpol/Flenv, e 3 Bpol/Flenv. Desse
modo, totalizando 79 amostras Branenv, 17 amostras Bsrenv e 28 amostras
Flenv (figura 16). As amostras Bsr se agruparam em ramos distintos, sendo
sua classificacdo realizada mediante a presengca do motivo GWGR no

alinhamento de aminoacidos (figura 16).
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Figura 16. Andlise filogenética da regido do envelope viral (~564bp, posicdo 6817-7381
relativa ao HXB?2) das amostras de HIV-1. A classificacao prévia de subtipagem pela regido da
polimerase viral esta marcada com circulos, sendo Bpol (azul) e F1pol (vermelho). Os ramos B
estdo coloridos de azul e F1 em vermelho. Amostras classificadas como Bsr no alinhamento
estao em circulos azul-claro. A analise filogenética foi realizada pelo método de Neighbor-Joining
e modelo de substituicdo Tamura-Nei. Valores de boostrap para 1000 réplicas acima de 80 estdo
demonstrados nos ramos.
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4.2. Analise do genotropismo de acordo com o subtipo/variante viral

As amostras, entdo, foram agrupadas de acordo com a classificacdo do
subtipo do envelope e submetidas a plataforma online Geno2pheno, para a
predicdo do tropismo através do genotropismo. Foram separadas em R5, as
amostras que demonstravam possivel afinidade maior com o receptor CCR5 e
nao R5, as amostras que demonstravam afinidade maior com o receptor CXCR4
e/ou eram duotropicas (R5X4). Do total das 124 amostras, 81 (65,33%) se
mostraram R5 tropicas, enquanto 43 (34,67%) foram n&o-R5 tropicas. Para o
subtipo Branenv, 45 (56,96%) foram R5 tropicas e 34 (43,04%) foram n&do-R5.
Das amostras Bsrenv, 12 (70,58%) foram R5 e 5 (29,42%) foram n&o-R5
tropicas. Do total de amostras Flenv, 24 (85,72%) apresentaram tropismo R5 e
4 (14,28%) foram n&o-R5 (figura 17). A partir desses dados foram feitas analises
estatisticas de contingéncia, que indicaram que os achados apresentam
significancia (p= 0.0204). Foram, entdo, comparadas as propor¢cdes de R5 e ndo-
R5 dos grupos com o subtipo Bean. N&0 houve significancia estatistica entre a
proporcéo de ndo-R5 e R5 no comparativo entre as amostras Bpan € as amostras
Ber (p= 0.4161). J& a propor¢cdo de ndo-R5 observada nas amostras F1
apresentou alta significancia estatistica em relacdo aquela verificada nas

amostras Bpan (p= 0.0062) (figura 17).

*p= 0.0062
[ |

100+

nao-R5

Proporgao (%)
o
=)
1

Bpan Ber F1
(n=96) (n=17) (n=28)

Subtipo/Variante

Figura 17. Andlise do genotropismo das amostras de acordo com o subtipo/variante.
Representacdo grafica do nimero de amostras que apresentaram genotropismo R5 (preto) e
ndo-R5 (cinza), conforme os subtipos (p= 0.0204). Quando comparados 0s grupos entre si, ndo
houve significAncia estatistica entre a proporcdo de ndo-R5 e R5 no comparativo entre as
amostras Bran € as amostras Ber (p= 0.4161), j& com relagdo ao comparativo entre F1 e Bpan,
houve alta significancia estatistica (p= 0.0062). Andlise de contingéncia realizada pelos métodos
do Chi-quadrado e Teste Exato de Fisher.
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4.3. Avaliacdo de assinaturas tropismo-especificas de Vif a Rev

ApoOs a analise de genotropismo da regido C2V3, foi possivel classificar
as amostras em seis diferentes grupos: Bran R5; Bran Nd0-R5; Ber R5; Bsr ndo-
R5; F1 R5; F1 ndo-R5. Para as analises de possiveis assinaturas tropismo-
especificas nesses genes, foram descartadas as seis amostras com subtipo
discordante entre a regido da polimerase e envelope, para que as analises
prosseguissem somente com sequéncias de subtipo puro.

Foi realizado o PCR da regiao Vif-Rev das amostras estudadas visando
obter sequéncias de cinco amostras de cada grupo (com excecao do grupo F1
nao-R5 para o qual tinhamos detectado somente 4 amostras). De 53 amostras
submetidas a amplificacdo, 22 foram amplificadas e seguiram para o
sequenciamento. Um total de 12 amostras foram sequenciadas com sucesso,
onde constatou-se que 5 apresentaram perfil recombinante neste fragmento Vif-

Rev pela analise do Rega HIV-1e foram excluidas (tabela 3).

Tabela 3. Amostras amplificadas e sequenciadas naregido Vif-Rev de acordo com o grupo.

Amostras Amostras Amostras
_ R o ) Amostras
Grupo submetidas a amplificadas sequenciadas _
o mantidas
amplificagdo com sucesso COm Sucesso
Bran RS 7 2 0 0
Brann&o-R5 12 4 2 1
Ber R5 10 5 5 4
Berndo-R5 5 3 2 1
F1R5 15 4 1 0
F1 ndo-R5 4 4 2 1
Total 53 22 12 7
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Nossas amostras foram unidas as amostras brasileiras disponiveis na
plataforma de Los Alamos e separadas nos distintos grupos. Uma nova arvore
foi gerada para as amostras de Los Alamos de cada subtipo, a fim de investigar
se ndo havia amostras do mesmo paciente entre elas. Apés esta analise, foram
obtidas no total 126 sequéncias brasileiras depositadas em Los Alamos para o
grupo Bran R5; 30 sequéncias do grupo Bean Nndo-R5, somando 31 sequéncias
com a inclusdo de uma obtida neste estudo; 38 sequéncias de Los Alamos para
0 grupo Ber R5, somando 42 sequéncias; 10 sequéncias de Los Alamos Bsr
nao-R5, somando 11 sequéncias; 17 sequéncias F1 R5 de Los Alamos; e 6
sequéncias de Los Alamos para o grupo F1 ndo-R5, somando 7 sequéncias.

As sequéncias foram alinhadas e separadas por grupo de acordo com
subtipo e tropismo na regido C2V3 em cada um dos genes vif, tatl, tat2, vpr, vpu,
revl e rev2, devido as diferentes fases de leitura do HIV-1, com alguns desses
genes sendo interpostos entre si. Os dois fragmentos relativos a Rev e Tat foram
unidos em uma so proteina. Ao alinhar as sequéncias consenso dos grupos por
gene, verificamos algumas assinaturas possivelmente subtipo especificas e
tropismo especificas. De forma a avaliarmos estas assinaturas tropismo
especificas entre os grupos, utilizamos a sequéncia consenso Bpan R5 como
referéncia para destacarmos as posi¢des que teriam possivel diferenca entre
amostras R5 e ndo-R5 para um, dois ou 0s trés subtipos investigados em verde,
amarelo e azul, respectivamente (figuras 18-25). Essas posi¢cbes que
apresentaram destaque neste comparativo entre as sequéncias consenso foram
investigadas quanto a frequéncia dos diferentes aminoacidos nas mesmas, a fim
de observar as diferencas de abundéancia nessas posi¢coes. Em muitas posicoes
foi possivel observar uma tendéncia a maior abundancia de um aminoéacido do
que outros entre os seis grupos. No entanto, nenhuma das posi¢cfes apresentou
diferenca significativa entre os grupos R5 e ndo-R5 (tabelas 4 a 10).

Para a proteina REV, sete posicOes foram investigadas quanto ao
possivel impacto no uso preferencial do correceptor para pelo menos um dos
subtipos (13, 15, 29, 68, 84, 100, 112) e cinco posi¢cdes para dois dos subtipos
(20, 66, 86, 105, 116) (figura 18).
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Figura 18. Comparagdo das sequéncias consenso de aminoacidos para Rev entre os
grupos de acordo com subtipo e tropismo na regido C2V3. Os pontos demonstram
semelhan¢a do aminoacido com a sequéncia consenso de referéncia Bran. OS amino&cidos
distintos entre os grupos em compara¢do com a sequéncia consenso de referéncia Bran, estéo
apresentados. As posi¢Bes em que verificamos possivel diferenga entre sequéncias R5 e nao-
R5 para pelo menos um, dois ou os trés subtipos investigados foram destacados em verde,
amarelo e azul, respectivamente.
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Tabela 4. Abundancia dos aminoacidos por posi¢cdes investigadas da proteina Rev

Rev
Grupo Posi¢do do amino&cido relativa ao inicio da proteina
13 15 20 29 66
L:85.60% T: 65.08% K:88.10%  P: 76.00%
Bran R5 G: 96.83%
I: 14.40% A: 30.16% R: 11.90% L: 23.20%
. L: 87.10% T: 53.33% K: 93.55% P: 77.42% G: 90.00%
Bpan NA0-R5
I: 12.90% A: 36.67% R: 6.45% L: 16.13% E: 6.67%
L: 88.10% T. 71.43% K: 78.57%
Ber R5 P: 83.33% G: 100%
I: 11.90% A: 21.43% R: 21.43%
L: 81.82% T: 54.55% P: 81.82%
BgrN&0-R5 K: 100% G: 100%
I: 18.18% A: 27.27% T:9.09%
L: 82.35% A: 82.35% K: 94.12% Y: 70.59%
F1R5 G: 100%
I: 11.76% I: 11.76% N: 5.88% P:29.41%
F1 ndo-R5 L: 100% A: 100% K: 100% Y: 100% G: 85.71%
T=53.33% P=>76.00%
Geral L 281.82% k=78.57% G=85.71%
A=221.43% Y229.41%
Grupo Posi¢do do aminocido relativa ao inicio da proteina
68 84 86 100 105
P: 68.00% C: 89.52% S: 75.20% V: 85.60%
Bran RS L 100.00%
S: 28.00% S: 7.26% N: 8.00% L: 7.20%
P: 70.97% L: 80.65%  C:93.55%; S:67.74%  V:93.55%
Bpan nao-R5
S: 29.03% I: 16.13% S: 3.23% N: 12.90% G:3.23
B.. RS P: 78.57% L: 97.62% C: 78.57%; S: 71.43% V: 75.61%
oF S:14.29%  1:2.38%  S:952%  D:9.52%  L:12.20%
. P: 72.73% L: 90.91% C: 90.91%; S:72.73% V: 90.91%
Bsr N&0-R5
S:27.27T% I: 9.09% S: 9.09% D: 9.09% L: 9.09%
F1RS5 P: 88.24% I: 88.24% C: 88.24%; S: 88.24% G:94.12%
L:11.76% L:11.76% N: 11.76% N: 5.88% V: 5.88%
C: 85.71%;
F1 ndo-R5 P:100% I: 100% S: 100% G: 100%
S: 14.29%
L>88.24% V275.61%
Geral P=68.00% C278.57%  S267.74%
122.38% G=23.23%
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Grupo Posicdo do aminodcido relativa ao inicio da proteina

112 116

E: 71.43% K: 91.20%
Bran R5
D: 15.08% E: 8.00%
E: 74.19% K: 90.00%
Bpran nao-R5
D: 12.90% E: 10.00%
E: 69.23%
Bsr R5 K: 95.12%
D: 20.51%
E: 90.91% K: 81.82%
Bgr nao-R5
G: 9.09% R: 9.09%
E: 47.06%
F1R5 K: 100%
G: 35.29%
E: 57.14%
F1 ndo-R5 K: 100%
G: 42.86%
E=47.06%
Geral K=81.82%
G=35.29%

Na linha sinalizada como geral, consideramos o valor de menor ou igual percentual detectado
para o aminoacido prevalente na respectiva posicdo. O segundo aminoécido foi representado
gquando 0 mesmo representava um alto percentual para algum dos grupos.

Com relacao a analise do gene Rev verificou-se que as posi¢cdes 13, 20,
66, 68, 100 e 116 destacadas na figura 18, pela andlise da tabela 4,
apresentavam prevaléncia de um aminoacido para todos o0s grupos, e, portanto,
devem ser desconsideradas. Ja o destague nas posi¢es 15, 29, 84 e 105 séo
referentes a substituicdes subtipo-especificas para o subtipo F1.. Na posi¢ao 112
verificamos que o F1 ndo apresentava um aminoacido majoritario, e sim um alto
percentual de acido glutamico e glicina, enquanto os demais grupos tinham a
glicina como predominante. Ao avaliar a frequéncia de aminoacidos tropismo-
especifica nessas posi¢des, nenhuma assinatura foi detectada (figura 18, tabela
4).

A analise dos consensos de aminoacidos para Tat apresentou 10
posi¢cdes que teriam possivel impacto no uso preferencial do correceptor para
pelo menos um dos subtipos (7, 9, 36, 59, 67, 69, 81, 94, 96, 101), trés posicdes
para dois dos subtipos (42, 60, 71) e uma para os trés subtipos (75) (figura 19)
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Figura 19. Comparacédo das sequéncias consenso de aminoacidos para Tat entre os
grupos de acordo com subtipo e tropismo na regido C2V3. Os pontos demonstram
semelhanga com o amino&cido presente na mesma posicdo do Bpan. As posicdes que teriam
possivel diferenca entre amostras R5 e ndo-R5 para pelo menos um, dois ou 0s trés subtipos
investigados foram destacados em verde, amarelo e azul, respectivamente.

Tabela 5. Abundancia dos amino&cidos nas posi¢cdes investigadas da proteina Tat

TAT
Grupo Posicdo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
7 9 36 42 59
- R:80.80%  E:98.39%  V:86.18% G:81.75% P:73.81%
PAN S: 8.80% A: 1.61% A:4.07%  A:18.25%  H:10.32%
R: 83.33% V: 83.87% P: 74.19%
30 - . 0, . [0)
BeanNA0-RS 10000  F100%  agasee  C109% 10900
R: 80.49% V:85.37% G:83.33%: P: 83.33%
. 0 i)
Ber RS S: 14.63% E: 100% K:7.32%  A:16.67%  H:9.52%
R: 90.91% V: 90.91% P: 70.00%
30 - . 0, . 0,
BerNA0-RS . g gggp ~ E7100% L:9.00% O 100% 50 00%
N: 88.24%  D:82.35% W: 88.24% P: 70.59%
. 0,
FLRS K:11.76% E: 17.65% R 11.76% O t00% . 11.76%:
N: 85.71%
FLnao-Rs ., 290/;’ D: 100% W:100% G: 100% P: 100%
R>80.80% E=98.39%  V=83.87%
>81.759 >70.009
Geral N285.71%  D282.35%  W288.24% o1 ok  P=70.00%
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Grupo Posicao do aminoacido relativa ao inicio da proteina
60 67 69 71 75
B RS Q: 76.80% V: 43.65% L: 92.86% K: 85.71% S: 86.40%;
PAN P:11.20%  A:26.19%  P:4.76%  E:11.11%  P:5.60%
B nio.gs Q 90-32%  V:48.39%  L:9355%  K:90.32%  S:90.32%
PAN K:9.68%  D:22.58%  P:3.23% E: 6.45% P: 6.45%
B... RE Q:64.29%  V:57.14%  L:88.10%  K:85.37% S: 88.10%;
BR K:9.52%  A:19.05%  P:4.76% N: 7.32% P: 7.14%
Bas N&0-R5 Q:90.91% V: 63.64% L: 72.73% K: 72.73% S: 90.919%;
BR R:9.09%  A:27.27%  P:18.18% E:27.27%  T:9.09%
F1RS Q:76.47%  D:88.24%  V:88.24%  K:88.24% S: 88.24%;
K: 5.88% H:5.88%  1:11.76%  E:11.76%  P:11.76%
. [0)
F1 n&o-R5 g_' i’i';;(yf D: 100% V: 100% K: 100% S: 100%
V243.65%  L=72.73%
>64.299 >72.739 =86.4009
Geral Q264.29% [ oc'ore  veggony, 27273%  S286.40%
Grupo Posi¢do do aminoacido relativa ao inicio da proteina
81 94 96 101
B RS P:80.16%  E:81.60% E:87.20%  D:50.81%
PAN Q:10.32%  K:12.80%  K:5.60%  H:20.16%
Bo. nao.Rs P8065%  E:80.65%  E:83.33%  D:48.39%
PAN Q:12.90%  K:12.90%  A:6.67%  H:25.81%
B... RE P:85.71%  E:83.33% E:85.71%  D: 83.33%
BR S:4.76%  Q:9.52%  T:4.76% A: 7.14%
P:81.82%  E:90.91% E:90.91%
Ber N80-R D: 100%
BRNAO-RS . 15180  K:9.09%  Q:9.09% 00%
P: 82.35% E:58.82%  D: 70.59%
. [0)
FLRS Q: 17.65% KA100% 294106 A:29.41%
K:42.86%  D: 85.71%
30 - . 0, . 0,
F1n&o-R5 P:100% Ki100% ) oser A 14209
E>80.65%  E=42.86%
>80.169 >48.399
Geral P280.16% | ~o 000 K5 B0% D>48.39%

Na linha sinalizada como geral, consideramos o valor de menor ou igual percentual detectado
para o aminodcido prevalente na respectiva posicao. O segundo aminoacido foi representado
quando 0 mesmo representava um alto percentual para algum dos grupos. Muta¢des subtipo-
especificas encontram-se destacadas em vermelho.

Com relacdo a andlise do gene Tat verificou-se que o destaque nas
posicdes 7, 9, 36, 67, 69 e 94, sdo referentes a substituicdes subtipo-especificas
do subtipo F1. Nao sendo observada nenhuma substituicédo tropismo-especifica.
A partir da analise dessas posicOes destacadas na tabela 5, fizemos entéo, o
comparativo entre as posi¢des com diferencas de abundancia evidenciadas por
Antel et al, 2016 para os subtipos B (Bran € Bgr) e F1 brasileiros. Assim, foi

observada na posicdo 7 leve diferenca na abundéancia de aminoacidos que
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pudesse ser associada ao tropismo entre o grupo Bsr (figura 20) na posi¢ao 23
para os grupos Bpan (figura 20) e na posicdo 60 para os trés grupos (figura 21).
Ja para posicado 57, ndo observamos diferenca de abundancia do aminoéacido

serina entre os grupos R5 e ndo R5 (figura 21)

R5 | X4 R5 | X4 R5 | X4 R5 | X4

Abundancia Relativa de Aminoacidos

B* Bpan Bbr F1

Abundancia Relativa de Aminoacidos

23 23 23 23

B* Bpan Bbr F1

Figura 20. Comparacédo da abundancia dos aminoacidos nas posi¢des 7 e 23 da proteina
Tat de acordo com o subtipo/variante. Comparacdo dos dados encontrados no estudo com o
previamente descrito para essa posi¢cao no subtipo B (B*). Aminoacidos foram coloridos de
acordo com suas propriedades quimicas como: carregados positivamente (vermelho),
carregados negativamente (azul), polar ndo carregado (roxo), hidrofébico (verde) e nao
classificados (amarelo)
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< R5 | X4 R5 | X4 R5 | X4 R5 | X4

57 57 57 57
B* Bpan Bbr F1

Abundancia Relativa de Aminoacidos

B* Bpan Bbr F1

Figura 21. Comparag¢&o da abundéncia dos aminoéacidos nas posi¢des 57 e 60 da proteina
Tat de acordo com o subtipo/variante. Comparacdo dos dados encontrados no estudo com o
previamente descrito para essa posi¢cdo no subtipo B (B*). Aminoacidos foram coloridos de
acordo com suas propriedades quimicas como: carregados positivamente (vermelho),
carregados negativamente (azul), polar ndo carregado (roxo), hidrofébico (verde) e néo
classificados (amarelo)

Ao analisar as sequéncias consenso da proteina Vif, nove posi¢cdes
indicaram possivel impacto no uso preferencial do correceptor para pelo menos
um dos subtipos (27, 33, 44, 62, 101, 109, 122, 154, 159) e sete posicdes
indicaram esse possivel impacto para dois dos subtipos (41, 45, 66, 73, 136, 186,
190). Todas as posi¢Oes destacadas foram avaliadas quanto a frequéncia dos

aminoacidos e geraram a tabela 6.
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VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

VIF

Figura22. Comparacao das sequéncias consenso de aminoacidos para Vif entre os grupos
de acordo com subtipo e tropismo naregido C2V3. Os pontos demonstram semelhanca com
0 aminoécido presente ha mesma posicdo do Bran. As posicdes que teriam possivel diferenca
entre amostras R5 e ndo-R5 para pelo menos um, dois ou os trés subtipos investigados foram

27 33 41 4445

Bpan RS MENRWQVMIVWOVDRMRIXXWXSLVERHXXX SRRAXXWKYXHHEXKKKPX

BOAN K4 wnennernnneaaanenaanaeanan H..... B ... FE.....
=32 < B----. B---------. B-----

Bbr K4 Kuwv . Kuuwuvunonnann R i--... B--..--. R..JE.....

FL1 BS  enenvnnnnn. Kewun. NT.R....H..... B-......-.. KEsR. .R

FL K4 teeemccneaannns T.R.X..B..... R....... R..E..R...
62 &6 73

Bpan K4 «eeeeeeaon- B--- ... Hevrnnonno -

Bbr BR5 +euennenn- G- K. .

EbYr X4 .uuunai.. e xx.... .. Heo'Xewnoo - b S

F1 RS ceneennnnnn Box.ore L QE..... I..

Fl1 X4 ciieninann B xz....... Keooomenanann X.X.0G--- .. I..
101 109 122 136

Bpan R5 EXADKLIHRXYFDCFSXXAIRRAXLGXXVXPXCKXKAGHXRVGSLOYLAL

Bpan X4 B....... B------ ... B-- ... o S

Bor R5 B...0...0........ I D B..YeoooNevunonnnn.

Bbr x4 fL...... B-..--... sl FOuunoneanonenns

F1 r5 fv..c...l...... x.8...0...... b4 -0 1A

F1 x4 Br..o...0...... X.5...Beuon.. KS.R.NY¥....Neveuunnnn.
154 153 186 190

Bpan R5 XATEXPRXRRPPLESXXELTEDRWNXPXXTXXHXXXXKMRGH*

Bpan X4 ... 0.l G....HT.....
Bbr RS ...l .%ol K..RG.HT.....
Bbr x4 ...J0....0...... Veeeeennns K..EXKG..G3.T.N. ..
Firs T..0....0...... P K.Q.X.G..G.HT.....
F1 x4 ... F....Ex..... Ve eVeiaann. Q...G...SHT.N...

destacados em verde, amarelo e azul, respectivamente.
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Tabela 6. Abundancia dos aminoacidos nas posic¢8es investigadas da proteina Vif

VIF
Grupo Posi¢do do aminocido relativa ao inicio da proteina
27 33 41 44 45
- H:70.73%  K:56.45% R:74.19%  Y:96.83%  E:90.32%
PAN
Y:29.27%  G:23.39%  K:25.81% F:3.17% D: 6.45%
. 0,
. H: 96.77% Kj 45.16% o oo000%  Y:96.77%  E:90.32%
Bran NE0-R5 _ R: 25.81% _ _ _
Yi3.23% ool Ki10.00% F: 3.23% D: 6.45%
E: 87.80%
H:80.95%  K:50.00%  R:80.95%
. 0 . 0
Ber R Y:19.05%  R:33.33% K 19.05% v: 100% 8: 3'220//0
. A 0
B. nio.ps H:6364%  Gi54.55% R:90.01%  Y:90.91%  Y:90.91%
BR Y:36.36%  K:36.36%  K:9.09% F: 9.09% F: 9.09%
K:88.24% R:88.24%  F:70.59%  E:94.12%
- 0,
F1RS VAI00% R 117606 K 11.76%  V:29.41% Q: 5.88%
E: 85.71%
F1 n&o-R5 Y: 100% K: 100% R: 100% F: 100% o ii 29(;;
H>63.64%  K245.16% R=233.33%  Y229.41%
> o
Geral Y2323%  G223.39%  K29.09% Fe3479% ~ Cooo 1%
Grupo Posicdo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
62 66 73 101 109
- A:84.92%  1:51.20%  H:83.33%  D:54.03%  L:81.75%
PAN D:5.56%  V:48.80%  L:8.73% N: 20.97% M: 8.73%
H: 93.33% D: 54.84%
3 A T7.42% | 64.52% 93.33% 54.84% | . 80.65%
Bpan N30-R5 Q: 3.33% N: 16.13%
PAN G:9.68%  V:35.48% ° ° M:16.13%
L: 3.33% G: 16.13%
L: 82.93%
8. RS A:90.24%  V:63.41%  H:88.10%  D:54.76%:;:  Q: 4.88%
BR D: 7.32% 1:36.59%  N:7.14% N: 23.81% M: 4.88%
I: 4.88%
A: 81.82%
: 90.91% D: 63.64% L: 90.91%
B ao-R 1 9.09% H: 100%
5R NA0-RS g_ggg% V: 9.09% 00% 52727  M:9.00%
. (0) . 0,
1 RS A:70.59% |: 64.71% :j 285204/0/" G: 88.24% :%-7&5?6/3 %
D:29.41% V:3529% oo D: 11.76% L 11.76%
H: 57.14% l: 85.71%
30- . 0, . 0, . 0,
F1 n&o-R5 A:100%  |: 100% L og57y, G 100% T: 14.99%
1>236.59% D>11.76% L>11.76%
> 0, > 0,
Geral AZT0.59% \ 135090, 2T 14%  Goig 439, 1270.59%
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VIF

Grupo Posi¢do do aminoécido relativa ao inicio da proteina
122 136 154 159 186
B R5 N: 52.80% Q: 88.00% I: 69.84% R: 38.71% S: 84.80%
PAN K:20.80% P:8.00% V:16.67%  |:27.42%  N: 15.20%
N N'_ 64.52% Q'_ 93.55% | 633306  T:3548% S 77.42%
Bpan Nd0-R5  Q: 16.13% T: 3.23% L- 13.33% R 20.03% N: 22.58%
K: 16.13% P: 3.23% B B T
Bur RS N: 69.05% Q:85.71% I: 82.93% I: 40.48% S: 73.81%
BR K:14.29%  P:7.14%  V:9.76%  R:30.95% N: 26.19%
. 0 . 0
~ N: 81.82% Q:90.91% I: 63.64% I: 45.45% S:90.91%
- 0, . 0,
Bsr N0-R5  S:9.09% _ _ A: 18.18% _
P: 9.09% V: 27.27% N: 9.09%
D: 9.09% T:18.18%
. [0)
F1R5 K:76.47% Q:88.24% ;8222;3; T:88.24% S: 87.50%
N: 11.76% P: 11.76% L: 5.88%(: A:11.76% N: 12.50%
. 0
F1 ndo-R5 K 100% S ;é'g?;: I: 100% T: 100% S: 100%
> 0,
N=11.76% o o R‘29'030/° .
Geral K>14.29% Q=271.43% 1263.33% T218.18% S273.81%
= mesre 1>27.42%
Grupo Posicdo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
190
N: 79.03%
Bean RS S: 17.74%
- N: 86.67%
Bean NA0-RS . 13 3304
N: 85.71%
Ber RS S: 7.14%
~ N: 90.91%
BerNA0-RS o 9 090t
N: 88.24%
F1R5 S: 5.88%
D: 5.88%
F1 ndo-R5 N: 100%
Geral N=79.03%

Na linha sinalizada como geral, consideramos o valor de menor ou igual percentual detectado
para o aminodcido prevalente na respectiva posi¢cao. O segundo aminoacido foi representado
quando o mesmo representava um alto percentual para algum dos grupos. Muta¢des subtipo-
especificas encontram-se destacadas em vermelho e tropismo especificas em azul.

Apés andlise da figura 22 e tabela 6, verificamos que a posicdo 41

apresentou uma predominancia superior a 90% de arginina em todos 0s grupos
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nao-R5, enquanto este aminoacido variou de 33,33% (Bsr R5) a 74,19% (Bpan
R5) nos grupos R5. Ja na posicdo 45, podemos destacar a presenca majoritaria
90,91% da tirosina no grupo Bsr Ndo-R5, enquanto nos demais grupos temos
prevaléncia de acido glutdmico em valores superiores a 85,71%. Observamos
gque a posicao 66 apresentou uma abundancia de isoleucina nos grupos Ber €
F1 ndo-R5, enquanto para os demais grupos verificamos propor¢cdes similares
de valina e isoleucina. Ja na posi¢cao 73 observamos uma alta prevaléncia de
histidina em todos os grupos, com excecao do grupo F1 ndo-R5 onde temos
57,14% histidina e 28,58% leucina. No entanto as posi¢cdes 27, 33, 44,
101,109,122,159 mostraram ser subtipo F1 especificas.

VPR

15 28 37

VEE Bpan R3 MEXAPEDQGPOREPXNEWXLELLEELEEEAVEHFPREWLHELGQXIYXTY

VEER Bpan ¥4 _...... M e e ---B------.. .- - ) A

VER Bbr RS ..... . e e Hewnnnnn E..

VEF. Bbr X4 SRR S b{-cc-o0cccoozo| |ccocccnne soocaczooc 12 o

VER F1 RS &) .. P AN T B e e

VER F1 ¥4  ..... Meoccoonoa bi{-cc-o Momoooo B-....... s oBcoocacceoo
60 B3

VPR Bpan RS GDTWXGVEARTRELOOLLFXHFRIGCXHSRIGIXXORRXENGXSRX*

VEER Bpan X4 _........L H.oE. . X T X, .. e .
VER Bbr RS . ieeaame e A ittt a s s st e X.5.
VEBE. Bbr X4 ...........a.. Hoccooocmocooocoooan . A 5.
VEE. F1 R5 c...E....H. ... ... e R........ X.HE.
VER F1 X4 cooolBacce o2 |ocaa o-cooccoc-ooocroccooosocooooaa 2.

Figura 23. Comparacdo das sequéncias consenso de aminoacidos para Vpr entre os
grupos de acordo com subtipo e tropismo na regido C2V3. Os pontos demonstram
semelhanga com o aminoacido presente na mesma posi¢cdo do Bpan. As posicdes que teriam
possivel diferenca entre amostras R5 e ndo-R5 para pelo menos um, dois ou o0s trés subtipos
investigados foram destacados em verde, amarelo e azul, respectivamente.
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Tabela 7. Abundancia dos aminoacidos nas posic¢8es investigadas da proteina Vpr

VPR
Grupo Posicdo do aminodcido relativa ao inicio da proteina
15 28 37 60 63
B R5 Y: 80.00% S: 56.10% P: 44.80% 1:69.11% 1:67.74%
PAN F:10.40%  N:23.58%  V:15.20% L:30.89% M:17.74%
. 0
~ Y: 83.87% S: 48.39% P: 35.48% 1:74.19% 1. 90.32%
Bpan N80-R5 ] . I: 16.13% . .
H: 9.68% R: 25.81% V- 16.13% L:25.81% M: 6.45%
Bun R5 Y: 85.71% S: 59.52% P: 58.54% 1:59.52% 1. 60.98%
BR H: 7.14% R: 21.43% I:12.20% L:40.48% T:19.51%
I: 80.00%
S: 72.73% P: 72.73% . 72.73%
Ber N&0-R5  Y:100% , . : . , .. M:10.00%
R: 18.18% T:18.18% L:18.18% T 10.00%
. 0
F1R5 Y: 82.35% N: 52.94% 2.85852;/@ I: 81.25%; I: 56.25%
H: 17.65% H: 23.53% Q.' 5.88‘VZ L:18.75% T: 25.00%
I: 85.71%
A0- . 0, . 0 . 0 - 0
F1 nao-R5 Y: 100% N: 100% P: 100% 1. 100% M: 14.29%
$248.399
Geral Y=80.00% N223 58°//0 P>35.48%  1259.52%  1256.25%
= . (o]

Na linha sinalizada como geral, consideramos o valor de menor ou igual percentual detectado
para o aminodcido prevalente na respectiva posicao. O segundo aminoacido foi representado
quando o mesmo representava um alto percentual para algum dos grupos. Muta¢des subtipo-
especificas encontram-se destacadas em vermelho e tropismo especificas em azul.

Para Vpr, a analise conjunta da figura 23 e tabela 7 podemos verificar que
a posicado 28 representa uma posicdo subtipo-especifica para o grupo F1.
Enquanto na posic¢éo 37 foi possivel verificar a abundancia maior de prolina nos
grupos Bsr e F1, sendo esta ainda majoritaria em ambos os grupos ndo-R5. A
fim de compararmos as posicdes previamente descritas por Antel e cols.(2017)
entre 0os grupos estudados, geramos o logo da figura 24.Verificamos que as
posicoes 36, 41 e 96 ndo apresentaram diferenca relacionada ao tropismo em
nenhum dos grupos. A posicdo 89 ndo demonstrou nenhuma relagdo com o
tropismo nos grupos, no entanto apresentou indicio de subtipo-especificidade
para o subtipo F1, com valina como aminoacido majoritario, enquanto para os

grupos do subtipo B, alanina foi o aminoacido majoritario (figura 23).
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Posigdo dos aminoacidos relativa a Vpr
Posicdo dos aminoacidos relativa a Vpr

R i Hgl G0 ‘RRARNGAS :
% R GQ o ;ﬂ RRARNGASRS
- REILHS ox ¥ BFL. NGAS

0 _—

: RPILHSLGOY = RRYRNGASRS
< -RP QY = -RRYANGASRS

Figura 24. Comparacéo da abundancia em logo dos aminoacidos nas posi¢des 36, 37, 41,
89 e 96 da proteina Vpr de acordo com o subtipo/variante. Comparacdo dos dados
encontrados no presente estudo com o previamente descrito para essas posi¢cées no subtipo B
(Antel et al, 2017).

s

o
o

o

Para a proteina Vpu, nove posi¢cdes indicaram diferenca entre as
amostras R5 e X4 em um dos subtipos (6, 8, 10, 21, 27, 34, 35, 43, 74) duas
entre dois subtipos (37, 61) e uma entre os trés subtipos (38) (figura 25). A
posicdo 6 apresentou uma alta variabilidade entre os grupos, sendo a isoleucina
predominante no subtipo Bran € N0 grupo Bsr nd0-R5. Enquanto no grupo Bsr
R5 apresenta predominantemente a tirosina e a alanina é uma assinatura do
sub-subtipo F1. As posicOes 8, 27, 34, 43, 61 e 74 representam posi¢des subtipo-
especificas para o grupo F1. Ja na posicdo 35 pudemos associar a troca da
arginina, presente em todos os grupos com excecéo do F1 ndo-R5, com a troca

do tropismo neste sub-subtipo em amostras brasileiras.
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VPU

6 8 10 21 27 3435 3738 43
VPU Bpan R5 MXxXXXEXEIEALVIXXIXAIRVWXIVEXEYRXIEROXXIDRXEXRIXERA
VPU Bpan X4 ...L.A.E.E..... ... B----- B...xx. 0. .E..x1f....%..
veU Bbr RS ...L.E.E.H........ .. B..r. B . xxxl. 0. . X.0 X
VPU Bbr x4 ...L.J.B.¥...v...1..§..T..0 E.BR.RK. .X.H.......
VPU F1 RS ..... E.B:B. .ovan.1x . .7.x0. . .xgfl. .f . vx1E. .x
VPU F1 X4  ..... B 0N, x.2. . IX.IX.T.X¥. X . XRxX)lJ.RE.NXLE¥. ... ...

31 74

VPU Bpan R5 EDSGNESXGDXEELXXLXXXGHXEPWXXXDL*
VPU Bpan X4 .......... o) U B------..
VPU BB R5 tiinnrnnncnnnnnnnananas p...v
VPU Bbr X4 ....... E..Quc..... E....H........
VPU F1 RS ....... E..A...RA.GE..PFR.G.I.N
VPU F1 X4 ....... E..A...RA.GE..PFE.G...N..

Figura 25. Comparagcdo das sequéncias consenso de amino4cidos para Vpu entre os
grupos de acordo com subtipo e tropismo na regido C2V3. Os pontos demonstram
semelhanga com o aminoacido presente na mesma posi¢cdo do Bpan. As posicdes que teriam
possivel diferenca entre amostras R5 e ndo-R5 para pelo menos um, dois ou o0s trés subtipos
investigados foram destacados em verde, amarelo e azul, respectivamente.

Tabela 8. Abundancia dos aminoacidos nas posic¢8es investigadas da proteina Vpu

VPU
Grupo Posi¢cdo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
6 8 10 21 27
N :92.86%  A:81.60% V:73.81%  V:84.80% L: 50.00%
PAN V:3.97%  S:13.60% A:20.63% I: 12.80% F: 25.00%
. 0,
Bo nao.Rs 1 90-32%  AI58.06%  V:74.19% \;\'_867 'jgo//" L: 54.84%
PAN V:9.68%  S:32.26%  A:22.58% 6 '45%° F: 25.81%
B.. RE Y:85.71%  A:82.93%  V:80.95%  V:70.73% L: 43.59%
BR H:7.14%  S:12.20%  A: 14.29% I: 21.95% F: 33.33%
A:90.91%  V:90.91%  V:90.91% L: 54.55%
Bsr N80-R I: 100%
BR NA0-RS 00% S:9.09%  A:9.09% A: 9.09% I: 27.27%
A: 47.06%
1 RS A:87.50%  S:64.71%  T:17.65%  V:82.35%  Y:76.47%
V:12.50% G:35.29%  |: 17.65% I: 17.65% F: 17.65%
V: 17.65%
S:85.71% A:57.14%  V:57.14%
30- . 0, . )
Flndo-RS  AZI00% o 0420%  V:2857% I 42.86% Y+ 100%
A>58.06%  V=17.65% L>43.59%
> 0,
Geral $20.00%  A2314.20% V2ol 1% sz6.47%
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VPU

Grupo Posi¢cédo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
34 35 37 38 43
B RS L:89.68% R:85.71% R:87.30%  K:87.30% I: 85.71%
PAN V:556%  K:13.49% K:12.70%  R:11.90% L: 14.29%
8. nio.Rs L 8387% R:87.10% R:90.00%  K:96.55% I: 73.33%
PAN V:9.68%  K:12.90%  K:6.67% R: 3.45% L: 20.00%
B RE L:83.33% R:85.71% R:85.71%  K:73.81% I: 85.37%
BR R:11.90%  K:14.29%  K: 9.52% R: 23.81% L: 14.63%
. 0 . . 0
Bgr N30-R5 L: 100% Rk_ggggl(y/;” R: 100% K: 100% IL.98'391£
V:76.47%  R:88.24% R:82.35%  K:82.35%
. )
FLRS L:17.65%  K:11.76%  N: 17.65% R: 17.65% Y+ 100%
V:85.71%  S:85.71%
30- . 0, . [0) . )
FInao-RS " /000 oiqa09y R 100% K: 100% Y: 100%
L>14.29%  R=285.71% 1273.33%
> 0, > 0,
Geral Va5 569 520 09% R>82.35% K=73.81% V>100%
Grupo Posi¢cédo do aminoécido relativa ao inicio da proteina
61 74
- Q: 89.60% A: 93.65%
PAN E: 7.20% V: 5.56%
- Q: 93.55% oo
Bpan N80-R5 L 6450 A: 100%
B RE Q: 80.95% A: 97.62%
BR H: 11.90% I: 2.38%
. Q: 90.91% oo
Bgr N&0-R5 e 9.00% A: 100%
A: 94.12% I 76.47%
FLRS V: 5.88% L: 17.65%
F1 ndo-R5 A: 100% I: 100%
Geral Q=80.95% A>93.65%
A=94.12% 1276.47%

Na linha sinalizada como geral, consideramos o valor de menor ou igual percentual detectado
para o aminodcido prevalente na respectiva posi¢cao. O segundo aminoacido foi representado
quando o mesmo representava um alto percentual para algum dos grupos. Muta¢des subtipo-
especificas encontram-se destacadas em vermelho e tropismo especificas em azul.

58



Apés as andlises das proteinas estudadas, de acordo com 0s grupos Bpan,
Ber € F1, compilamos os resultados referentes as posicbes possivelmente
associadas ao tropismo na tabela 9. Como pode ser verificado, a maioria das
posicdes representam aquelas que apresentam diferenca na abundancia do
aminoacido majoritario, ou seja, variacdo na conservacao entre 0os grupos R5 e
nao-R5. As posicdes destacadas em vermelho representam aquelas em que
houve troca do amino&cido majoritario.

Tabela 9. Posi¢cdes associadas ao tropismo em cada grupo estudado de acordo com a
proteina.

Grupo Proteina estudada
Rev Tat Vif Vpr Vpu
Bran - 23,57, 60 41 - -
Ber - 7, 60, 101 41, 45, 66 37 6
7, 23, 57,
F1 - 60. 101 41, 66, 73 37 35

*as posi¢cOes destacadas em vermelho representam aquelas em que houve troca de
aminoécido, nas demais houve conservacao maior do aminoécido majoritario.

5. DISCUSSAO

O HIV apresenta classificacdo complexa, devido a alta variabilidade
genética decorrente da auséncia de atividade de reparo da transcriptase reversa,
alta taxa de replicacdo e de eventos de recombinacdo, que leva a diversos
impactos na sua progressao e patogénese (Roberts et al., 1988; Zhang et al.,
2010). No inicio da infeccdo, tem sido verificado o uso preferencial do HIV pelo
correceptor CCR5 para entrada na célula hospedeira, e no decorrer da
progressao para aids, em torno de 40% dos virus do subtipo B passam a utilizar
o correceptor CXCR4. A mudanca de tropismo esta geralmente associada ao

aumento da carga viral, diminuicdo de células TCD4 levando assim, a uma
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progressao rapida para a aids (Berger et al. 1999; Brummer et al., 2005; Thielen
et al., 2010). Contudo, tem sido evidenciado o uso diferenciado destes
correceptores de acordo com o subtipo viral. O subtipo C, bastante estudado,
parece apresentar majoritariamente o tropismo pelo correceptor CCR5 ao longo
da infecgéo (Cilliers et al., 2003, Coetzer et al., 2011). J& os individuos infectados
por virus do subtipo D apresentam mais rapida evolucao para aids e para a troca
do correceptor quando comparado aos outros subtipos, neste também ha uma
presenca mais acentuada de variantes CXR4 logo no inicio da infec¢do (Korber
et al., 1994; Kaleebu et al., 2007). Sendo o tema controverso para a variante Bgr
do subtipo B, que ja foi descrita como exclusivamente R5 (Leal et al., 2008), mas
também foram encontradas variantes X4 no inicio da infeccdo (Sucupira et al.,
2012) e temos caréncia de informacao para o sub-subtipo F1. (Kaleebu et al.,
2007; Cilliers et al., 2003, Leal et al., 2008; Coetzer et al., 2011; Sucupira et al.,
2012). Diversos ensaios genotipicos ja foram desenvolvidos para determinacéo
do uso do correceptor de entrada pelo HIV-1 e estes se baseiam na sequéncia
da alca V3 da gpl20 do envelope viral. No entanto, tem sido descrito o
envolvimento de outras regides gendmicas além da alca V3 na escolha do
correceptor, como as regides V1/V2 e C4 da gpl20 (Labrosse et al.,, 2001,
Santos-Costa et al, 2014, Suphaphiphat et al, 2007) e mais recentemente do Tat,
LTR e Vpr (Antell et al, 2016, 2017). Estes achados sugerem que a evolugéo de
HIV-1 R5 para X4 requer adaptagéo a nivel de controle transcripcional em adi¢do
a ligacao do correceptor e entrada na célula (Antel et al., 2016). Assim, nos
propomos a estudar individuos HIV-1 num estagio mais avancado da infeccao
(fase cronica) e infectados pelos subtipos B (variante pandémica e variante Bgr)
e F1, de grande relevancia na epidemia brasileira, e pouco estudados e, nestes
verificar o percentual de uso dos correceptores CCR5 e CXCRA4. E, ainda, avaliar
a influéncia de assinaturas descritas nos genes Tat e Vpr, bem como possiveis
assinaturas nos demais genes acessorios vif, vpr, vpu e rev no uso preferencial
do correceptor.

Inicialmente, haviamos proposto realizar amplificacdo do fragmento
completo contendo de Vif a Rev. Porém, enfrentamos grande dificuldade de
amplificagcdo da regido. Optamos, entdo, por classificar as amostras
primeiramente pela regidao C2V3, quanto ao subtipo e tropismo, em protocolo ja

bem padronizado no laboratorio e, a partir dessa classificacao prévia, selecionar
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as amostras para seguir com a amplificacédo do fragmento Vif-Rev para a andlise
das assinaturas. A analise das sequéncias geradas na regiao do envelope viral
apresentou dificuldade devido a presenca de distintas quasiespécies, com
algumas apresentando inser¢des ou dele¢Bes de nucleotideos diferentes entre
si num Unico eletroferograma, tornando a interpretacdo deste ambigua e/ou
ilegivel. Isso provavelmente se deve ao fato de que os pacientes do estudo estao
em fase avancada da infeccdo e, uma vez que a diversidade viral aumenta
durante o curso da infeccado, j4 era esperado que esses apresentassem mais
quasiespécies. As sequéncias Ber se agruparam em ramos distintos, conforme
esperado, sendo classificadas a partir da presenca do motivo GWGR observado
no alinhamento. No espaco amostral de 106 amostras sequenciadas do subtipo
B, esperdvamos obter as 30 amostras Ber que pretendiamos analisar
originalmente, considerando que dados da literatura mostram a presenca de ao
menos 37% dessa variante no conjunto de amostras do subtipo B (Morgado et
al., 1996; Machado et al., 2009; Veras et al., 2007; Junqueira, 2013). No entanto,
as 17 amostras Bsr obtidas correspondem a apenas 16,03% das amostras do
subtipo B avaliadas. Isso pode ser um indicativo de que ao longo da progresséo
para doenca, o motivo GWGR sofre substituicdo por outros, conforme descrito
por Diaz e colaboradores (Diaz et al., 2008), uma vez que os pacientes avaliados
se tratavam de pacientes em falha terapéutica coletados em 2015, e portanto
podemos inferir que estavam em fase crénica .

A andlise filogenética da regido do envelope viral das amostras
previamente classificadas pela regido da polimerase revelou que quatro
amostras se tratavam de recombinantes intragénicas BFenv, uma amostra
recombinante intergénica Fl1pol/Cenv, seis amostras eram recombinantes
intergénicas, sendo trés Flpol/Benv e trés Bpol/Flenv (figura 15). Esses
achados corroboram os dados da literatura, que demonstram o aumento das
formas recombinantes na epidemia brasileira, bem como os estudos que
pressupdem a ocorréncia de uma provavel superestimacdo do sub-subtipo F1,
quando analisados em mais de uma regido gendmica, se tratando de formas
recombinantes Unicas ou circulantes BF1 (Sanabani 2009, 2011;Guimaréaes et
al., 2012; Marques et al., 2018). Aléem disso, reforcam a importancia da
subtipagem realizada para a regido gendmica, foco de estudo, uma vez que a

classificacdo pela polimerase, nem de qualquer outra regido pode ser
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extrapolada para o restante do genoma. Para as analises de tropismo por subtipo
de acordo com a regido do envelope, as amostras recombinantes intergénicas
BF1 foram mantidas e o subtipo na regido C2V3 foi o considerado.

A analise do genotropismo realizada através de algoritmo mostrou que
34,67% das sequéncias puderam ser classificadas como ndo-R5 trépicas. Para
0 subtipo Bran, 43,04% das sequéncias revelaram tropismo ndo-R5, resultados
concordantes com a literatura, que aponta para 40% de troca de R5 para néo-
R5 ao longo da evolugéo para doenca (Berger et al., 1999; Brummer et al., 2005).
Para as amostras Bsr, foi observada uma leve redugcdo na proporgcao de
amostras ndo-R5 tropicas, com deteccdo de 29,42%, sendo esta ndo significante
estatisticamente (p=0.4161). Este resultado difere de achado prévio da literatura
de que essa variante ndo apresenta amostras ndo-R5 (Leal et al., 2008). No
entanto, este corrobora o achado de que 23% dos individuos Ber recém
infectados apresentavam tropismo ndo-R5 em contraste com os 13% detectados
em Bpan (Sucupira et al., 2012). No entanto, anélises com espago amostral maior
sd0 necessarias para elucidar se ha diferenca de tropismo entre essas duas
variantes do subtipo B. Para o sub-subtipo F1, foi revelada uma proporgéo de
variante ndo-R5 topicas de 14,28%, sendo esta inferior aos demais grupos e com
alta significancia estatistica (p= 0.0062), colaborando para a elucidacdo dessa
caracteristica quanto ao sub-subtipo F1. Nossos dados em conjunto corroboram
a hipétese de que subtipos distintos de HIV-1 podem apresentar diferentes
estratégias evolutivas quanto a padrdes de tropismo. Ensaios de tropismo in vitro
seriam interessantes para corroborar os resultados de genotropismo obtidos.

Uma vez que nao conseguimos trabalhar com o fragmento completo,
realizamos PCR de dois fragmentos sobrepostos para cobrir a regido Vif-Rev.
Ainda assim, houve dificuldade maior para obtencdo da sequéncia majoritaria da
regido Vif-Rev, sendo necesséria diluicdo limite para todas as amostras e de
modo geral numa diluicdo menor do que a da regido C2V3. Isso provavelmente
se deve a analise de um fragmento maior, que oferece mais possibilidades de
insercdes e delecdes, bem como a peculiaridade deste fragmento, no qual se
encontram muitos genes em fases de leituras diferentes, incluindo genes
interpostos. Diante destes problemas e visando a analise desta regido quanto
assinaturas relacionadas a troca de tropismo, foi necessaria a obtencéo de mais

amostras brasileiras Bran, Ber € F1 na base de dados de Los Alamos (HIV
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sequence database). O numero mais reduzido de sequéncias das duas ultimas
demonstra escassez de dados, reforcando a importancia das contribuicées. O
comparativo das sequéncias consenso por gene estudado entre os subtipos e
de acordo com tropismo revelou posigcdes com assinaturas subtipo especificas e
que apontavam ser tropismo-especificas.

Para a proteina Rev, doze posi¢cdes foram investigadas quanto ao impacto
no uso preferencial do correceptor de acordo com o subtipo. Porém ndo sendo
possivel associar nenhuma das posi¢cdes ao genotropismo. As posi¢cdes 76 a 84
sdo responsaveis pela atividade de sinalizacdo para a exportacdo nuclear
(Fischer et al., 1995). A posicao 84 no estudo demonstrou tendéncia diferenciada
entre subtipos, com o sub-subtipo F1 apresentando majoritariamente isoleucina,
enquanto os demais grupos apresentavam como aminoacido majoritario a
leucina. Trocas entre esses dois amino&cidos costumam ser mais frequentes do
gue outras e, por possuirem caracteristicas similares, provavelmente ndo geram
impacto na proteina.

Para a proteina Tat, 13 posi¢des foram investigadas quanto ao possivel
impacto no uso preferencial do correceptor. A posi¢cao 75 apresentou diferencas
entre 0s grupos R5 e ndo-R5 nos trés subtipos, quando avaliados 0os consensos.
Contudo, ao analisar a frequéncia dos aminoacidos na mesma, foi possivel
observar uma tendéncia a maior conservacdo >90% nas amostras X4, no
entanto todos 0s grupos apresentaram a serina como aminoacido prevalente. No
presente estudo ndo detectamos nenhuma assinatura tropismo-especifica neste
gene. No entanto, em Antell et al, 2016, foram detectadas as posicdes 7, 23, 57
e 60 como relevantes em relacdo a abundancia de um aminoacido de acordo
com o tropismo. Das quais a posi¢do 7 apresentou maior conservacao entre as
sequéncias X4 em comparacdo as R5, com abundancia majoritaria do
aminoécido arginina (R) em ambos os grupos. O mesmo padréo se repetiu para
as posicbes 23 e 57, com tirosina (T) e R como aminoacido majoritario,
respectivamente. Para a posicdo 60, os dois grupos demonstraram alta
variabilidade, mas com o grupo X4 apresentando preferéncia maior para o
aminoacido glutamina (Q). No nosso estudo, dessas posi¢cdes previamente
descritas, apenas as posi¢des 7 e 60 indicaram nas sequéncias consenso uma
possivel divergéncia entre os grupos R5 e X4. No entanto, na posi¢cao 7 houve

abundancia ligeiramente maior de R nos grupos nao-R5 para as variantes B,
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concordando com o verificado no estudo de Antel. Porém, ao contrario do visto
anteriormente, houve aumento na abundancia de lisina nesses grupos quando
comparado aos R5, e 0 pequeno percentual de asparagina (N) verificado por
Antel é uma assinatura subtipo especifica do F1. Na posi¢do 60, houve ligeiro
aumento de abundancia de glutamina nos grupos nao-R5. As posicdes 23 e 57
apresentaram como aminoacido majoritario, respectivamente, treonina
(>63,64%) e arginina (>89,52%), apresentando o primeiro um ligeiro aumento
deste aminoacido no Bean € F1, mas ndo no Ber. Ja na posicdo 57, apenas o F1
apresentou ligeiro aumento de arginina. As posi¢cdes 1 a 48 sdo responsaveis
pela atividade de transativacdo da Tat (Jeang, 1996), nenhuma das posicoes
nesse intervalo apresentou diferenca entre os grupos R5 e ndo-R5, apesar das
posicdes 7, 9 e 36 apresentarem indicios de subtipo-especificidade. Além destas
posi¢des verificamos maior abundancia de acido aspértico (D) nas sequéncias
X4 para os grupos Ber e F1, na posicao 101.

Ao analisar as sequéncias consenso da proteina Vif, dezesseis posi¢coes
foram investigadas quanto ao possivel impacto no uso preferencial do
correceptor. Na posicao 45, houve presenca majoritaria de tirosina no grupo Ber
(90,91%) nao-R5, diferente dos demais, onde &cido glutamico esteve presente
com ao menos 85,71% de abundancia. Isso indica uma possivel relevancia
tropismo-especifica para as amostras Ber nessa posicao. A alta prevaléncia de
histidina observada na posi¢cao 73 em todos 0s grupos, com exce¢ao do grupo
F1 ndo-R5, onde foi notado apenas 57,14% histidina e 28,58% leucina,
demonstra outra posicdo de possivel relevancia tropismo-especifica para o
subtipo F1.

Diferentes papéis dos dominios da proteina Vif tém sido descritos, bem
como consequéncias funcionais de mutacfes nestes (Goncalves et al., 1996;
Mehle et al., 2004; Yang et al., 1996; Yang & Gabuzda, 1998). As posicoes 14-
17, 40-47, 54-72 e 74-829 sao responsaveis pela interacdo com os diferentes
sitios da APOBEC da ceélula hospedeira. Nas analises destas posicoes,
verificamos que a posicao 41 apresentou predominancia de arginina superior a
90% em todos os grupos nao-R5, enquanto este aminoacido variou de 33,33%
a 74,19% nos grupos R5, sugerindo possivel marca tropismo-especifica. A
posicdo 44 demonstrou subtipo-especificidade, com 0s grupos Bean € Bsr

apresentando tirosina como aminoacido majoritario enquanto os grupos F1
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apresentando fenilalanina. Na posicdo 66, observamos a abundéncia de
isoleucina nos grupos Bsr € F1 ndo-R5, enquanto para os demais grupos
verificamos proporcdes similares de valina e isoleucina. Somente as posi¢coes 41
e 45 levam a posicéo 45 leva a sugestéo de possivel impacto na de inibicdo da
APOBEC relacionado ao tropismo, sendo a troca de aminoacido (E->Y) na
posicdo 45 relacionada com a atividade de degradacdo da APOBEC para a
variante Ber (Letko et al, 2015).

Seis posi¢des na proteina Vpr foram analisadas quanto ao impacto no uso
preferencial do correceptor para os subtipos/variantes estudados. As posicoes
37 e 41 foram descritas previamente como apresentando diferentes abundancias
entre sequéncias de diferentes genotropismos (Antell, 2017). A posicdo 37
apresentou uma troca no uso majoritario de prolina pelas amostras R5 e pelo
uso de isoleucina, prolina, valina e metionina pelas amostras ndo-R5. Enquanto
no presente estudo verificamos que a prolina foi a mais prevalente em todos
grupos, no entanto mais abundantes nos grupos Bsr e F1 ndo-R5, quando
comparados aos seus proprios grupos R5. J4 a posicdo 41 teria como
aminoacido mais abundante a glicina nas amostras R5, e proporc¢des similares
de serina e glicina nas amostras ndo-R5. Nas nossas amostras, a posicao 41
nao se destacou na analise dos consensos, no entanto ndo apresentou diferenca
quanto as abundancias entre os grupos, com glicina (238,10%) e serina
(228,57%). As funcbes dos dominios de Vpr ainda estdo sendo melhor
elucidadas, com as posi¢cdes 1-42 sendo apontadas como envolvidas na
homooligmerizacdo (Zhao et al., 1994). As posicfes 15, 28 e 37 avaliadas ndo
demonstraram diferenca entre os subtipos ou de acordo com tropismo, néo
sendo possivel verificar atividade de homoooligmerizagdo especifica, no entanto
a posicao 28 demonstrou caracteristica subtipo-especifica para F1, com serina
sendo majoritaria nos grupos B, e asparagina nos grupos F1.

Para a proteina Vpu, doze posi¢cdes foram investigadas a partir das
sequéncias consenso. A proteina Vpu é a unica das estudadas de dominios
topologicos diferentes, sendo as posicdes 1-6 extracelular, 7-26 transmembrana
e 28-81 citoplasmatica (UniProt, 2020). A posi¢éo 6 se demonstrou variavel entre
0S grupos, tendo isoleucina como aminoacido majoritario nos grupos Bpan,
alanina nos grupos F1 e tirosina nos grupos Ber. Essa variagao entre os subtipos,

em se tratando de um dominio extracelular, pode ser interessante para o virus
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evadir do sistema imune. Essa posi¢ao, ainda, apresentou troca de tirosina (Y)
para isoleucina (I) possivelmente relacionada ao tropismo. A posicdo 35
apresentou possivel relacdo com tropismo para o F1, onde foi verificado no grupo
R5 0 uso majoritario de arginina e no grupo ndo-R5, o de serina. A posicao 38
apresentou diferencas nos consensos entre 0s todos grupos R5 (sem assinatura
290%) e n&do-R5 (lisina 290%) avaliados. Ao analisar a tabela 8, notou-se leve
abundéancia de lisina nos grupos néo-R5 (96,55% a 100%) em relacdo aos
grupos R5 (de 73,81% a 87,30%), com destaque para os grupos Ber, que tiveram
a diferenca de 73,81% (R5) e 100% (n&o-R5). Em sendo esta posi¢ao parte do
dominio citoplasmatico, poderia apresentar relevancia na interacdo com

proteinas celulares.

6. CONCLUSAO

e O sub-subtipo F1 do HIV-1 apresenta proporcao de virus ndo-R5 na fase
cronica da infecgéo significativamente menor do que as observadas para
ambas variantes estudadas do subtipo B. Assim, a maioria dos individuos
infectados por virus F1 poderia utilizar maraviroque ao longo da infeccéo.

e Algumas posi¢des nas proteinas Vif, Vpr, Vpu, Rev e Tat apresentaram
subtipo-especificidade, sendo algumas delas em sitios relevantes para a
atividade da proteina.

e A partir da analise da proteina Tat, corroboramos dados anteriores,
observando maior abundéancia do aminoacido prevalente em virus nao-
R5 trépicos em comparacdo com o grupo R5 trépico do mesmo subtipo
na posi¢ao 60 (para os grupos Bran, Ber e F1), posicoes 23 e 57 (Brane
F1) e na posicdo 7 (Bsr e F1). Verificamos maior abundéncia do
aminoacido &cido aspartico prevalente em virus ndo-R5 trépicos em
comparacao com o grupo R5 tropico na posi¢ao 101 para a variante Bsr
e 0 sub-subtipo F1.

e Para a proteina Vpr, verificamos ligeiro aumento na abundancia do
aminoacido prolina prevalente na posicao 37 para variante Bsr e sub-
subtipo F1.
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Para a proteina Vif, houve indicio de tropismo-especificidade na posicéo
45 para a variante Bsr com troca do acido glutdamico em R5 por tirosina
nao R5, esta troca poderia impactar na atividade de degradacdo da
APOBEC. Ja na posicao 73 para o sub-subtipo F1 e na posicéo 41 para
todos os subtipos verificamos abundancia do aminoacido quando
comparados 0s grupos R5 e ndo R5.

Para a proteina Vpu, as posi¢cdes 6 e 35 apresentaram possivel relacao
com tropismo para a variante Ber e sub-subtipo F1, respectivamente. A
troca de aminoécido arginina por serina na posi¢éo 35 poderia influenciar
a ligacao ao CD4.

Assim, corroboramos que as estratégias evolutivas para o uso do
correceptor podem variar de acordo com o subtipo viral, e que outros

genes podem estar associados a esse processo.
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