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LISTA DE ABREVIATURAS E UNIDADES

AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (dalés Acquired Immunodeficiency
Syndrome)

AZT: Azidotimidina

CCL: Ligante quimiocinico (C-C motivo) [do inglésemokine (C-C moatif) ligand]
CCR: Receptor quimiocinico (C-C motivo) [do ingté&emokine (C-C motif) receptor]
CDC: Sigla originada do ingl&3enters for Disease Control and Prevention

cDNA: DNA complementar (do ingl&omplementary DNA)

CRF: Forma recombinante circulante (do ingi&sulating recombinant form)
CXCR: Receptor quimiocinico (CXC motivo) [do inglésemokine (CXC motif) receptor]
DNA: Acido desoxirribonucléico  (do ingl@goxyribonucleic acid)

EDTA: Acido etilenodiaminotetracético (do ingléylenediaminetetr aacetic acid)
FIV: Virus da Imunodeficiéncia Felina (do inglédine Immunodeficiency Virus)

gp: Glicoproteina

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana (do ingldsman Immunodeficiency Virus)
HTLV: Virus T Linfotropico Humano (do ingl@&duman T-lymphotropic Virus)

Kb: Quilobase (do ingléilobase)

LTR: Repeti¢cdes terminais longas (do indl&gy terminal repeats)

M: Molar

mL: Mililitro

puL: Microlitro

nm: Nanometro

NSI: Nao indutor de sincicio (do inglésen-syncytium-inducing)



LISTA DE ABREVIATURAS E UNIDADES

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

pb: Pares de bases

PBMC: Célula mononuclear do sangue periférico (apésperipheral blood mononuclear
cell)

PCR: Reacdo em cadeia da polimerase (do ipgl&merase chain reaction)
PSSM:Matriz de escore de posicao especifica (déspgsition-specific scoring matrices)
NIH: Sigla originada do ingléNational Institutes of Health

RF: Sigla originada do ingl&sandom forest

RNA: Acido ribonucléico (do inglésbonucleic acid)

SDF: Fator derivado de célula estromal (do inglésmal cell-derived factor)

SI: Indutor de sincicio (do inglé&gncytium-inducing)

SIV: Virus da Imunodeficiéncia Simia (do ing@sian |mmunodeficiency Virus)

SVM: Maquina de vetores de suporte (do ingl@sport vector machine)

TBE: Tris-borato-EDTA

URF: Forma recombinante Unica (do ingl@sque recombinant form)

V: Volts

WHO: Sigla originada do ingléaforld Health Organization



RESUMO

Este estudo analisou as caracteristicas genétmaggiao V3 e o0 uso de co-
receptores dos subtipos de HIV-1 mais prevalentefRio Grande do Sul através de
ferramentas genotipicas. Amostras de plasma dgdac€iBntes infectados com os subtipos
B (35), C (35) ou recombinantes BC (35) com baseseiguéncia do gengol foram
selecionadas. Apdested PCR, a regido V3 do gemav foi sequenciada e o tropismo foi
determinado através das ferramentas genotipicas2pkano_coreceptQpy, WebPSSM
e R5/X4-Pred. Um total de 90 amostras foram efteimente amplificadas e sequenciadas.
A analise do subtipo da regido do gene identificou 37 B e 53 C. A maior proporcéo de
cepas X4 entre o subtipo B foi 16,2% (predita @&smo2phensq,) e entre o subtipo C foi
32,1% (predita pela WebPSSMsic). A prevaléncia de cepas X4 em infecgdes recentes
foi 18,7%, sendo identificadas exclusivamente nbtisa C. A analise da regidao V3
revelou diferencas e similaridades entre as seipgo subtipo B e C. Para ambos os
subtipos o comprimento da alca V3 se mostrou ceader sendo que a pequena
variabilidade observada foi associada com uso dE€RAX A perda do sitio de N-
glicosilacdo foi raramente observada e nao foicrefeada com o tropismo viral. Carga
total aumentada e a presenca de aminoacidos basisqeosicbes 11/25 foram associadas
ao uso de CXCR4 apenas no subtipo B. Entre as adpasubtipo B, 0os tetrameros
observados foram GPGR (43,2%), GWGR (16,2%), GFGFR20) e APGR (13,5%). O
tetramero GPGQ esteve presente em 84,9% dos isalladsubtipo C e o tetramero GPGR
foi associado com o0 uso de CXCR4 nesse subtip@sHssultados reforcam prévias
observacbes de diferencas subtipo-especificas nodasco-receptores pelo HIV-1 e

corrobora os relatos de evolugéao do HIV-1 subtigmata uso de CXCRA4.



ABSTRACT

This study analized the genetic characteristichefV3 region and the co-receptor
usage of the main HIV-1 subtypes from Rio GrandeSi through genotypic tools.
Plasma samples from 105 patients known to be iedeuatith subtypes B (35), C (35) or
BC (35) recombinants based pal sequences were selected. After nested PCR, the V3
region of env gene was sequenced and the tropism inferred ubmgyenotypic tools
Geno2pheno_coreceptesy, WebPSSM and R5/X4-Pred. A total of 90 samplesewer
successfully amplified and sequenced. Subtypindyses ofenv gene identified 37 B and
53 C. The higher X4 strains proportions among quibtid was 16.2% (predicted by
Geno2phengy) and among subtype C was 32.1% (predicted by WebRasShM). X4
prevalence in recent seroconverters was 18.7%glesiolusively identified in subtype C.
Analysis of the V3 region revealed both differenaes similarities among subtype B and
C sequences. Both subtypes showed a conserved ngghland the small variability
observed was associated with CXCR4 usage. Lo#sedd-glycosylation site was rarely
observed and did not correlate to viral tropisnerdéased net charge and basic amino acids
at positions 11/25 were associated to CXCR4 usafe in subtype B isolates. Among
subtype B strains, the tetramers observed were GRGBR%), GWGR (16.2%), GFGR
(16.2%) and APGR (13.5%). The tetramer GPGQ waseptein 84.9% of subtype C
sequences and the GPGR motif was associated withR2Xusage in subtype C. These
finds reinforce previous observations of subtypeesfic differences in HIV-1 co-receptor

usage and corroborate reports of evolution of sy viruses for CXCR4 usage.



1 INTRODUCAO

Com mais de 30 milhdes de Obitos desde sua desaphkerSindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglé&cquired Immunodeficiency Syndrome) €
uma das maiores pandemias da historia (UNAIDS, 2008AIDS, 2010). O agente
etiologico da AIDS é o Virus da Imunodeficiénciaana (HIV, do inglésHuman
Immunodeficiency Virus), cujo alvo principal € o linfécito T CD4Este linfécito coordena
diversas fungbes imunoldgicas importantes e a patdssas funcbes resulta no
enfraquecimento progressivo da resposta imune,upnodo o quadro de AIDS (CDC,

1993).

1.1 Historico

Em 1981 surgiram as primeiras descricoes de imdicoglecia com causa
desconhecida em homens homossexuais jovens, quaasgerizavam pelo aparecimento
de doencas raras como o cancer Sarcoma de KapoigEicedes oportunistas como, por
exemplo, Pneumocystis carinii e Candida albicans. Essa nova doenca se estendeu
rapidamente para outras populagdes: usudrios dgaglrimtravenosas, recém-nascidos,
hemofilicos e receptores de transfusédo sanguimaaier, 2002; Hoffmanet al, 2007).
Finalmente em 1983, o grupo do pesquisador Dr.Mantagnier isolou um retrovirus a
partir de uma cultura de linfécitos de um pacieten linfoadenopatia e chamou-o de
virus associado a imunodeficiéncia (Montagnier,220&m 1984 o grupo do Dr. Robert
Gallo, dois anos e meio apoés a identificacdo daSAl&videnciou que aquele retrovirus € a

causa da AIDS. O Dr. Robert Gallo também descrenétodos de isolamento, produgéo
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continua e analise protéica do virus que levaramegenvolvimento do primeiro teste de
diagndéstico sanguineo do, hoje chamado, HIV (GabeR).

A partir desse periodo, houve grandes avancos esgiisas. Em 1985 o genoma
do HIV foi clonado e sequenciado. Em seguida, &agao antigénica do HIV foi descrita,
variacdes de sequéncia génica foram encontrada®puatacdes virais do mesmo paciente,
macrofagos foram identificados como alvos do viudgjos modos de transmisséo viral
foram elucidados, todos os genes do HIV e a maiterisuas proteinas foram definidos, e o
CD4 foi identificado como receptor do HIV. Em 198611V-2 foi isolado de pacientes do
oeste da Africa. Em 1987 foi desenvolvido o primeimedicamento anti-HIV,
azidotimidina (AZT), e em 1995 surgiram os inibie®rda protease e a terapia tripla de
drogas (Gallo, 2002; Montagnier, 2002).

Duas descobertas independentes entre 1995 e 19®&maluma nova area de
pesquisa em AIDS: uma delas foi a identificacadadieres supressores do HIV liberados
por células T CD§ identificados como quimiocinas inflamatérias @Ge poderiam inibir
a replicacédo do HIV-1, e a outra foi a identificagie um segundo receptor (co-receptor)
utilizado preferencialmente por algumas cepas, canacteristicas moleculares de receptor
guimiocinico, chamado CXCR4 [do ingl&hemokine (CXC motif) receptor] (Moore et
al., 2004; Lusso, 2006). Essas descobertas propitidraersos avancos: a identificacao
do principal co-receptor do HIV, o CCR5 [do inglésemokine (C-C motif) receptor]; a
evidéncia de resisténcia de base genética a irdfgueld HIV produzida por uma delecéo
de 32 pares de bases no gene do CCR5; e a idagdificda quimiocina SDF-1 como um
ligante especifico do CXCR4. Esses e subsequentesg@s abriram novas perspectivas

para desenvolvimento de novas medidas para o t®n@oAIDS (Lusso, 2006).
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1.2 Epidemiologia

A epidemia mundial do HIV esta estabilizada desd@02 porém em um nivel
muito elevado. Em 2009 estimou-se que 33,3 millki@egessoas eram portadoras do HIV,
correspondendo a um aumento de 27% da estimatsex\azla em 1999 (26,2 milhdes). A
Africa Subsaariana permanece sendo a regido maimdaf pela epidemia, sendo
responsavel por 68% da populacdo mundial infeaati2l6 dos obitos por AIDS em 2009
(UNAIDS, 2008; UNAIDS, 2010).

A incidéncia da infeccdo por HIV declinou 19% eritB99 e 2009 globalmente. O
namero anual de novas infeccdes diminui gradualenemino resultado da implantacéo de
programas de prevencao e tratamento em diversseesp@m 1997 a estimativa foi de 3,2
milhdes de novas infeccbes, em 1999 foi de 3,1 Gagdh em 2001 diminuiu para 3
milhdes, em 2007 declinou para 2,7 milhdes e en® Z¥limou-se que 2,6 milhdes de
pessoas se infectaram pelo HIV no mundo. Ap6s @décdd aumento da mortalidade por
AIDS, o numero de 6bitos também esta diminuinddgmémente, decaindo de 2,1 milhdes
em 2004 para 1,8 milhdes em 2009, como reflex@pliala expansao da disponibilidade de
tratamento antirretroviral, bem como, suporte edatd de individuos infectados. Em
apenas seis anos 0 numero de pessoas recebemtoetrt antirretroviral aumentou dez
vezes em paises de baixa e média renda, alcan8amilbdes de individuos no final de
2007. Em 2009 esse numero elevou-se para 5,2 millifie pacientes recebendo
tratamento, correspondendo a um aumento de 30%ekagdo a 2008 (UNAIDS, 2008;
UNAIDS, 2010).

O Brasil possui cerca de um terco da populacactada da América do Sul e

Central, cuja estimativa em 2009 foi de 1,4 milhdesindividuos portadores. O pais
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possui um indice elevado de pacientes em tratanaenitoetroviral (50 - 89%) e em 2007

estava entre os 20 paises que possuiam cobert&@ d&5% de terapia para adultos e
criancas com HIV na fase avancada. Como reflexsadesbertura, estima-se que entre
1996 e 2009 o Brasil ganhou mais de 1,2 milhdesames em expectativa de vida
(UNAIDS, 2008; UNAIDS, 2010).

No periodo entre 1980 e metade de 2009 foram canifis 544.846 casos de AIDS
no Brasil, com uma média de 34.838 casos/ano romodl cinco anos. Destes casos,
aproximadamente 84,6% sao individuos com faixaieeténtre 20 e 49 anos e
aproximadamente 65,4% pertencem ao sexo masculitdb.2008 foram registrados
217.091 o6bitos por AIDS no pais, sendo que 19.490reram no Rio Grande do Sul. O
namero de notificacées no Rio Grande do Sul coomdpu a 9,6% do registro nacional no

mesmo periodo (Ministério da Saude, 2009).

1.3 Historia Natural da Infecgéo pelo HIV

A histoéria natural da infeccao pelo HIV é definidamo a progressdo da doenca,
sem tratamento antirretroviral, desde a transmig®dwirus até a morte do individuo. O
curso da infeccdo é caracterizado por trés fases® &guda ou infeccdo primaria, fase
assintomatica e AIDS. Durante a fase aguda, queesmmwnde ao periodo desde
transmissdo até o desenvolvimento de anticorpos-Hivif observam-se niveis
extremamente elevados de viremia e decréscimousmmtos linfocitos T CD4(Figura
1). Nessa fase os virus se replicam extensivamegite auséncia de resposta imune
adaptativa. A infeccdo aguda € uma fase bastanterogénea e frequentemente

sintomatica, produzindo sintomas inespecificosjlaies a gripe, de uma a duas semanas
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de duracdo, incluindo Ulceras orais, febre, erupg@aculopapulares, linfadenopatia,
faringite, perda de peso, artralgia, indisposicaeningite asséptica e mialgia. Apos duas a
quatro semanas de infeccdo, o surgimento da resposine celular especifica e
subsequente producéo de anticorpos anti-HIV levdeatinio da carga viral. Os niveis de
linfocitos T CD4 se expandem, porém ndo alcancam o0s niveis prezide sem
tratamento antirretroviral. Na fase assintomatag®s trés a quatro meses de infeccéo, o
equilibrio entre a replicacdo viral e a respostasidtema imunologico é alcancado e as
manifestacdes clinicas da doenca podem n&o ogooreanos. Mesmo na auséncia de
terapia antirretroviral, o periodo de laténciaichrnpode se estender por mais de dez anos.
Durante o curso da laténcia clinica, o nimeromféditos T CD4 decresce continuamente

e sintomas nao indicativos de AIDS podem aparexeno manifestacdes imunoldgicas,
hematoldgicas e dermatoldgicas leves. Quando essrde linfocitos T CD4decaem para
menos de 200 células/pL, emergem diversas doerpmsunistas indicativas de AIDS
(Figura 1) (Sierrat al., 2005; Hoffmanret al., 2007; Quet al., 2008).

O curso da infeccdo pelo HIV pode variar drasticatete individuos que
apresentam rapido declinio de células T CB4progridem para AIDS em dois a cinco
anos de infec¢cdo sdo chamados progressores rapisgggessores tipicos normalmente
progridem para AIDS dentro de oito a dez anos; guaées definidos como néao
progressores de longa data apresentam lenta dgamule células T CD4 mantendo
niveis normais por mais de dez anos, viremia baigaentual progressdo da doenca; um
pequeno grupo, controladores de eligbté controllers), se caracteriza por apresentar
carga viral indetectavel persistente na auséncigrd@ia antirretroviral, em alguns casos

por mais de 25 anos (Cual., 2008).
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Figura 1. Diagrama da histéria natural do HIV (Hoffmagtral., 2007).

1.4 Classificacao da Infeccéo pelo HIV

Para monitoramento da epidemia do HIV, o CDC (dyéis Centers for Disease
Control and Prevention) e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) desemsatve
independentemente, sistemas de definicdo de cdassificacao da infeccao pelo HIV. Os
sistemas visam gerar dados comparaveis e padrosizada vigilancia em saude publica,
que considerem todos os estagios da doenca, p&aodar investimentos e agbes de
prevencéao e tratamento (WHO, 2007; CDC, 2008).

Definicdo de caso: ambos os 6rgdos consideram catéao para definir um caso
como infeccdo por HIV a confirmagdo laboratorighonsendo suficiente o diagndstico
baseado em critérios clinicos, incluindo condiciecativas de AIDS, e imunoldgicos

(contagem de linfécitos T CDY como era preconizado ha algum tempo (CDC, 1993;
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WHO, 2007; CDC 2008). O CDC recomenda como critéalmratorial para adultos e
adolescentes>(13 anos) dois resultados positivos por dois tedifesentes de detecgéo de
anticorpos anti-HIV ou um resultado positivo por teste virologico (deteccédo de acido
nucléico, antigeno p24 ou isolamento viral) (CDOP&®. A OMS recomenda como
critério para adultos e criangcas (8 meses) dois resultados positivos por dois deste
diferentes de deteccéo de anticorpos anti-HIV dhns resultados positivos por dois testes
virolégicos diferentes (WHO, 2007).

O CDC classifica a infeccdo pelo HIV em estagiosclerdo com a sintomatologia
clinica e o estado imunologico do paciente. A di@sgdo para adultos e adolescentes
(>13 anos) contém quatro estagios: 1, 2, 3 e descutheque s&o definidos de acordo
com a contagem de linfocitos T CDé ocorréncia de condi¢des clinicas indicativas de
AIDS. A severidade da doenca aumenta do estagit® b estagio 3, correspondente ao
quadro de AIDS. Para fins de vigilancia epidemialag a progressdo da doenca é
classificada de menos severa para a mais seveidy sge uma vez classificado em um
estagio severo, um caso ndo pode ser reclassifaradom estagio menos severo.

Estagio 1: nenhuma condig&o clinica indicativa d8\e contagem de linfécitos T CD4
> 500 células/pL ou porcentagen29% dos linfécitos totais.

Estagio 2: nenhuma condig&o clinica indicativa dB\e contagem de linfécitos T CD4
entre 200 e 499 células/uL ou porcentagem enteeZB% dos linfécitos totais.

Estagio 3 (AIDS): uma condi¢do clinica indicativa AIDS ou contagem de linfocitos T
CD4" < 200 células/uL ou porcentagem < 14% dos linféditdais.

Estagio desconhecido: condi¢es clinicas do pacientontagem de linfécitos T CD4

indisponiveis (CDC, 2008).
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A OMS classifica a infeccdo pelo HIV em quatro gsia clinicos e quatro
imunolégicos. O estagio clinico em adultgs15 anos) é classificado de acordo com a
ocorréncia de sintomas relacionados ao HIV, pragdeddo estagio 1 até o 4 conforme a
severidade da doenca. Um caso pode ser reclagsifigara um estagio menos severo,
uma vez que pacientes que iniciam terapia antwieal podem reverter e melhorar sua
condicéo clinica.

Estagio clinico 1: assintomatico.
Estagio clinico 2: sintomas moderados.
Estagio clinico 3: sintomas avancados.
Estagio clinico 4: sintomas severos.

A classificagdo imunoldgica é baseada na contagerintbcitos T CD4. Para
individuos com idade superior a 5 anos, os valdeesontagem celular para os quatro
estagios sao:

Auséncia de imunodeficiéncia ou nao significativ&00 células/pL.
Imunodeficiéncia moderada: 350 — 499 células/puL.
Imunodeficiéncia avancada: 200 — 349 células/uL.

Imunodeficiéncia severa: < 200 células/pL.

Além do propdsito de vigilancia epidemioldgica, M® recomenda a utilizagdo
das classifica¢Bes clinica e imunolégica no mawéjico do paciente como guia para
intervengdes, incluindo inicio, monitoramento eeinip¢do de terapia antirretroviral

(WHO, 2007).
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1.5 Biologia do HIV

O HIV é membro do género lentivirus e pertencendilfa dos retrovirus, os quais
se caracterizam por possuir um genoma de RNA (dt&srRibonucleic acid) e um
capsideo em forma de cone (Turner e Summers, 189%dB, 2006). Infeccbes por
lentivirus caracteristicamente levam a doenca ce)napresentam longos periodos de
laténcia clinica, replicacdo viral persistente goérimento do sistema nervoso central.
Outros exemplos de lentivirus incluem o Virus danodeficiéncia Simia (SIV, do inglés
Smian Immunodeficiency Virus), o Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV, do iagl
Feline Immunodeficiency Virus), o visna virus e o virus da anemia infecciosainequ

(Turner e Summers, 1999; Hoffmaeiral., 2007).

1.5.1 Nomenclatura do HIV

Similar a outros retrovirus, o HIV apresenta uro gitau de diversidade génica e é
classificado em tipos, grupos, subtipos, subsubtipbRFs (do inglésCirculating
recombinant form) e URFs (do inglésUnique recombinant form). Esta diversidade é
reflexo da alta taxa de mutacdo, rapida renovagéa e eventos frequentes de
recombinacdo (Robertsoet al., 2000). A grande maioria das infeccbes mundiais €
produzida pelo HIV tipo 1, enquanto que o HIV tipase restringe a paises do oeste da
Africa, algumas regibes da Europa e sudoeste da,isdndo que Portugal tem a maior
prevaléncia de infec¢cdes por HIV-2 na Europa (1%180 total de infecgbes). As
principais diferencas do HIV-2 incluem menor patagelade, viruléncia e taxa de

transmissdo e maior controle imunolégico da infedg&eeves e Doms, 2002).
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O HIV tipo 1 é classificado em 3 grupos: M, N eR&centemente foi proposta a
inclusdo do grupo P (Los Alamos National Laborat@®10). O grupo M, responsavel
pela epidemia global da AIDS, é classificado emu8tipos (A-D, F-H, J e K), 4
subsubtipos (Al, A2, F1 e F2), 49 CRFs e inumer&¥4J Os subtipos representam
diferentes linhagens de HIV e possuem alguma ass@eigeografica. Os sub-subtipos
correspondem a distintas linhagens que nao sadigemente distantes o suficiente para
serem consideradas um novo subtipo. Recombinagesseibtipos sdo eventos comuns e
quando cepas recombinantes séo transmitidas errs@ntacirculantes sdo classificadas
como CRF (Robertsod al., 2000; Los Alamos National Laboratory, 2010). @pp N,
referido como grupo novo, foi identificado em apeafguns individuos de Camardes. O
grupo O, assim como o0 grupo M, apresenta grandergidade, porém raramente €
encontrado (Los Alamos National Laboratory, 20ID)IV-2 é dividido em sete grupos
(anteriormente denominados subtipos): A até G (BeevDoms, 2002).

O HIV na espécie humana provavelmente originoussgahsmissédo zoonotica do
Virus da Imunodeficiéncia Simia de primatas. O HI\dos grupos M e N estdo mais
relacionados com SIV de chimpanzés, o HIV-1 do grdpcom SIV de gorilas e o0 HIV-2
com SIV de macacos da espésitmty mangabey (Reeves e Doms, 2002; Los Alamos

National Laboratory, 2010).

1.5.2 Morfologia do HIV-1

As particulas virais do HIV-1 tem um didmetro deaB000 nm e sdo constituidas
por um envelope, uma matriz protéica, um capsidem @ucleocapsideaqTVdB, 2006).

O envelope é composto por uma bicamada fosfolipidice € derivada da membrana de
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células hospedeiras. Ancoradas ao envelope enoostaaproximadamente 72 unidades
do complexo protéico gpl60, que se projetam narBageviral. A gpl60 é constituida
pela glicoproteina externa gpl120 e pela glicopnatéiansmembrana gp41, a qual ancora
gpl120 ao envelope. A matrix protéica € constitypiela proteina pl7 e reveste a superficie
interna da membrana viral, circundando o capsidegue assegura a integridade da
particula viral. O capsideo é constituido pelaginat p24, esta localizado no centro do
virus e circunda o genoma viral e trés enzimasesss: protease, transcriptase reversa e
integrase. O material genético é estabilizado emcomplexo ribonucleoprotéico que
contém a proteina p7. A proteina p6 € necessamagsalltimos estagios da montagem da
particula viral e liberacdo da célula hospedeirapakticula viral também contém as
proteinas acessorias Nef, Vif, Vpr, Rev, Tat e \{(purner e Summers, 1999; Kuikeh
al., 2010).

A gpl120 é o principal alvo de anticorpos neutraliea e contém sitios de ligacéo
para o receptor CD4 e para co-receptores quimmmsn{Sierraet al., 2005). Ela é
extremamente glicosilada e contém cinco regidaaweis (V1-V5), das quais quatro (V1-
V4) formam algcas que sdo expostas na superficisa Esriabilidade da superficie
provavelmente é importante para o escape do sistearge (Turner e Summers, 1999). A
estrutura do centro da gp120 consiste de dois dosyinm interno e um externo, e quatro
pontes de folhetog-antiparalelos. O dominio interno contém as reghbesC- terminal e
V1-V2. O dominio externo contém V3, V4 e V5 e éatig ao dominio interno pelos
folhetosf. As regides N e C- terminais séo direcionadas @areembrana viral, enquanto
que os sitios de ligacéo a receptores V1/V2, folyete alca V3, séo direcionados para a

célula hospedeira (Turner e Summers, 1999; Sétala, 2005; Lusso, 2006).
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1.5.3 Organizacédo do Genoma do HIV-1

O genoma viral € constituido por duas copias de RBlAta simples que codificam
nove genes, denominadgag, pol, env, tat, rev, nef, vif, vpr, e vpu. Trés desses genes séao
essenciais para a replicacéo viral, pois codifieaproteinas estruturais da particula do
retrovirus:gag, que significa “group-antigen”, codifica as prois do nucleocapsideo,
pol, que significa polimerase, codifica as enzimasgarge, transcriptase reversa, integrase
e RNAse H, eenv, que significa envelope, codifica a gpl160, a guptocessada em gpl120
e gp4l. Os demais genes codificam proteinas regaladda expressdo génica viral e
proteinas acessorias (Hoffmagiral., 2007; Kuikenret al., 2010).

A estrutura classica do genoma de um retrovir@L&R-gag-pol-env-LTR3'. As regites
de LTR (do ingléd_ong terminal repeat) representam a parte inicial e final do genoma
viral que sdo conectadas ao DNA (do ingl&exyribonucleic acid) da célula hospedeira
apos integracdo e ndo codificam proteina viral fiidahn et al., 2007; Kuikenet al.,
2010). Cada LTR possui trés regides: U3, R e UB,apntém sitios de ligagédo de fatores
de transcricdo celular e elementos de resposi&na-ativacdo mediada por Tat (Siesra

al., 2005).

1.6 Ciclo de Replicacdo do HIV-1

A infeccdo da célula hospedeira inicia com a ligagé virus a superficie celular

mediada pela interacdo da gpl20 primeiramente caeceptor celular CD4, principal

receptor para HIV-1 e 2 (Turner e Summers, 1998rr&et al., 2005). O CD4 é uma

glicoproteina presente na subpopulacdo de linfécitoauxiliares, nos precursores de
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células T localizados na medula 6ssea e no tim®mnaocitos, macréfagos, eosinofilos,
células dendridicas e microgliocitos do sistema&asr central (Hoffmanet al., 2007). A
interacdo CD4 - gpl120 € necessaria, poréem naoiéesiié para a entrada do virus na
célula. Os lentivirus de primatas necessitam desydroteinas na superficie celular para
que ocorra a fusdo das membranas viral e celulanéf e Summers, 1999). No caso do
HIV-1 esta fusdo ocorre principalmente através amseceptores quimiocinicos CCR5 e
CXCR4, porém algumas raras cepas utilizam co-receptsecundarios, como CCR2,
CCR3, CCR8, CCR9, GXR1, D6, CXCR7/RDC-1, STRL33, Gprl5, Gprl, APJ,
ChemR23. Ao contrario do CCR5 e do CXCR4, que s@0essos nos dois maiores alvos
do HIV-1 (linfécitos T CD4 e fagocitos mononucleares), esses co-receptoraadsios
apresentam um padréo de expressao baixo e tegdoifiso (Lusso, 2006; Alkhatib;
2009).

O sitio de ligacdo aos co-receptores da gpl20 si@ot@almente exposto antes da
ligagdo ao CD4. O HIV desenvolveu uma estratégiealhe interagdo com seus receptores
celulares, um mecanismo eficiente de esconder eitispos altamente conservados do
atague dos anticorpos do hospedeiro. A ligacdo @ Gnduz uma mudanca
conformacional na gpl20, que expde o sitio de &gago co-receptor quimiocinico,
promovendo interacbes gpl20/co-receptor. Os prigeterminantes da especificidade
do HIV pelo co-receptor localizam-se dentro do domV3 da gp120, o qual faz contato
direto com o co-receptor durante o processo dedmtrlo virus (Figura 2). No entanto, a
maior superficie de contato do virus com o co-rerxepdo os folhetoB-e estruturas
adjacentes. Sendo altamente conservados, est@erilas determinam o reconhecimento
do co-receptor, enquanto que a estrutura e a dargéca V3 determinam a especificidade

para CCR5 ou CXCR4 (Turner e Summers, 1999; Lux¥of, Alkhatib, 2009).
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Figura 2. Glicoproteina 160 do HIV: a glicoproteina extergal20
contém os sitios de ligagdo ao receptor CD4 e agsaeptores. A alca
V3 determina a especificidade pelo co-receptor(®et al, 2005).

A ligacdo ao co-receptor leva a uma nova mudangtbooacional da gp120 que é
transmitida para a gp41, resultando na sua mudanfarmacional. A gp41 é crucial para
a fusdo das membranas viral e celular e sua navarocesacdo promove a insercéo de sua
terminacdo amino na membrana da célula alvo. A gipdtha poros na membrana
plasmatica e ancora gp120 na célula alvo e norvigngatilhando a fusédo das membranas
(Figura 3) (Turner e Summers, 1999; Sietral., 2005; Hoffmanret al., 2007).

A fusdo das membranas é seguida da liberacdo éovirat no citoplasma celular.

O genoma é transcrito em uma fita dupla de DNA palascriptase reversa. A fidelidade
da transcricdo reversa € influenciada pela presdagaroteina celular APOBEC3G que
induz numerosas mutacbes na fita de cDNA recémisnatla, através da catalise da
desaminagéo de citidina para uridina. Durante dicegf@o, essa mutagdo resulta na
incorporacdo da adenosina ao invés da guaninaganeofinplementar (Minton K, 2005). A
proteina viral Vif neutraliza a acdo da APOBEC3faats da degradacdo e da reducédo de

sua expressao. A seguir o DNA viral é transporfzata a membrana nuclear pela proteina
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Vpr e entra no nucleo através do poro nuclear, andetegrado ao cromossomo do
hospedeiro pela integrase. Nos primeiros ciclogalescricdo do DNA proviral pela RNA
polimerase Il celular sdo produzidos niveis badais proteinas Nef, Rev e Tat. Apos
producdo de quantidade suficiente de Tat, essaipeotontrola a transcricdo dos demais
genes do HIV, através da ligacdo a LTR. A prot&ea se liga as moléculas de RNA viral
e facilita seu transporte através da membrana aucldo citoplasma os RNAs
mensageiros sdo traduzidos pelos polissomos cedulds proteinas virais e 0 RNA
gendmico sédo transportados para a membrana cphrdara montagem do virus. Para que
isto ocorra, € essencial que haja um decréscimaldnero de moléculas CD4 na
membrana plasmatica, evitando interacbes com aOgELZm-sintetizada. A proteina Nef
acelera a endocitose e a subsequente degradaca&wobiesilas CD4, a gpl60 prende as
moléculas CD4 recém-sintetizadas dentro do retientibplasmatico e Vpu degrada essas
moléculas dentro do reticulo. Adicionalmente, auMpacilita a liberacdo do virion da
membrana plasmatica através da formacdo de poradtu® imaturo é liberado e seus
polipeptideos sdo processados pela protease ph@duzindo particulas virais maduras

(Sierraet al., 2005).

Estado natural Ligacao ao CD4 Ligacao ao co-receptor

virion

-
-

virion

'I"I 1 virion

CD4 op120

L uu-munl-u "
LU L LT L .u-ll

CCR5/CXCR4 Dominio

de fusio

Figura 3. Modelo de ligacdo e entrada do virus na célula ¢ierraet al., 2005).
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1.7 Co-receptores CCR5 e CXCR4

Os receptores quimiocinicos, como o0 CCR5 e o CXG&d, proteinas de 68-120
aminoacidos e podem ser classificados de acordo a&g@resenca de quatro cisteinas
conservadas: as primeiras duas podem ser adjag€fies- B-quimiocinas), podem ser
separadas por um residuo de aminoacido (CXEqaimiocinas) ou por trés residuos de
aminoacidos (CXC), ou uma das cisteinas pode estar ausente (Cegimas). Eles
apresentam alto grau de homologia estrutural esiteepodem compartilhar ligantes. Os
receptores quimiocinicos pertencem a familia deepteres com sete regides
transmembrana e sédo intracelularmente ligados teipes G (Figura 4) (Rubial-Ares
al., 2004; Hoffmanret al., 2007).

O sitio de ligacdo de quimiocinas desses receptresalizado proximo a face
extracelular, assim o sinal desencadeado pela gcimai ligante deve ser transferido
através da membrana plasmaética para a proteinaliagéo da quimiocina provoca uma
mudanca conformacional no receptor que é transafiata os dominios citoplasmaticos
da proteina, habilitando esta a se ligar a prot€ina que desencadeia uma cascata de
reagOes, produzindo uma resposta celular. Recspaoaplados a proteina G representam
aproximadamente 3% dos genes do genoma humanoiamedizersas funcdes celulares,
como angiogénese e resposta imune, e sua habilidadeonduzir sinais através da
membrana plasmatica os torna alvos ideais parssentdelvimento de drogas (Alkhatib,
2009; Lodowski e Palczewski, 2009). Embora recegstauimiocinicos tenham a funcéo
fisiologica de mediar sinais pro-inflamatorios, caso da infeccdo por HIV eles foram
subvertidos em sitios de acoplamento viral durantentrada na célula (Lodowski e

Palczewski, 2009).
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Citoplasma

Figura 4. Sequéncia de aminoacidos e orientacdo do co-cept
CXCR4 na membrana plasmatica (Alkhatib, 2009).

As quimiocinas enddgenas se ligam aos co-receptames diferentes afinidade,
eficiéncia e habilidade na ativacdo do receptodepdo atuar como agonistas fortes,
fracos ou antagonistas. Entre as diversas quinaec®C que se ligam ao co-receptor
CCR5, as quimiocinas CCL3, CCL4, CCL5 e CCL8 apresa maior atividade
supressiva da infec¢ao por HIVHi vitro. CCL7 se liga eficientemente ao CCR5, porém
nao bloqueia a infec¢éo, enquanto que CCL2 atusnpiatizando a replicagdo do HIV-1.
O ligante natural do CXCR4 é a quimiocina SDF-1/CXZ, que possui seis isoformas. A
isoformay é um agonista fraco deste co-receptor, porém paiente bloqueador do HIV-
1 por produzir a internalizacdo do CXCR4 (Alkhat?)09). As quimiocinas podem
interferir na infecgédo pelo HIV de varias formagpeedendo do tipo de célula alvo, grau
de diferenciacéo e estimulo de ativacdo. Elas paaempetir com o HIV pelo dominio de
ligagcdo ao co-receptor, induzir a internalizacdonu#éculas do co-receptor e produzir
mudancas nos mecanismos de reciclagem, sintesegmaddedo dessas moléculas,

alterando assim seu nivel de expressao celulab@iRAreset al., 2004; Alkhatib, 2009).
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O co-receptor CCR5 é expresso em macrofagos, mosgcelulasatural killers,
células T de memodria, células dendriticas imaturafiyindo as células de Langerhans da
mucosa genital (Ruibal-Arest al., 2004; Kawamurat al., 2005). O CXCR4 é expresso
em uma gama maior de células, incluindo neutrgfiosnocitos, linfocitos T primarios,
linfécitos B, macrofagos, células dendriticas, k8uhematopoiéticas progenitoras,
timocitos, células endoteliais vasculares e neos(Ruibal-Arest al., 2004; van't Wout

and Jensen, 2008).

1.7.1 CCR3A32

O alelo mutante CCRE2 possui uma delecédo de 32pb na regido corresptande
segunda alca extracelular do co-receptor. Essacamiaovoca mudanca na fase de leitura
do gene e o surgimento de um cédon de parada gremsultando na producdo de uma
proteina truncada que néo é transportada para exfigig celular (Liuet al, 1996). O
CCRM32 é frequente em populacbes de origem europeia,n@ Oriente Médio e na
Asia, e praticamente ausente na Africa. Individutwderozigotos para esse alelo
apresentam maior resisténcia a infeccdo pelo HB/grogressdo mais lenta para AIDS
guando comparados com homozigotos para o aleloatohmaividuos homozigotos para o
alelo mutante apresentam forte resisténcia a iatecgorém ndo absoluta (Salemal,
2009). Infeccdes por cepas de HIV-1 que utilizarwiestvamente o CXCR4 ou ambos co-
receptores (CCRbn vitro) foram relatadas entre homossexuais e pacientesfhieos
homozigotos para CCR32. O efeito protetor conferido pela homozigosenuatante

contra a infeccdo pelo HIV-1 pode ser resultadtotaila auséncia de expressao do CCR5
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na superficie celular quanto da regulacédo negafivaxpressdao do CXCR4 pela proteina
mutante CCRA32 (Mooreet al., 2004; Alkhatibet al., 2009).

Apesar de promover resisténcia relativa a infeqgéo HIV, este alelo ja foi
associado a diferentes doencas e/ou a aumento edaste em determinadas condi¢cfes
patoldégicas. Por exemplo, a alta frequéncia de @Q@GR50i associada com severidade da
doenca em artrite idiopatica juvenil e com mendreada em pacientes com esclerose
multipla. Em relacdo as doencas infecciosas, maidrequéncias desse alelo foram
observadas em pacientes Gregos com brucelose a@evigor Vargaset al., 2009).
Adicionalmente, essa variante € um forte fatorisieorpara desenvolvimento de infeccéo
sintomatica pelo Virus do Oeste do Nilo, estandsmeiado com casos letais da doenca
(Glasset al., 2006).

Ja a perda funcional de CXCR4 em camundongos aesmitfendtipo letal, defeitos
de desenvolvimento cerebelar e vascular, hematepaecardiogénese (van’'t Wout and

Jensen, 2008; Alkhatié al, 2009).

1.8 Tropismo do HIV-1 por Co-receptores

A alta taxa de mutacdo do HIV-1 permite a gerag@ovidus que escapam do
sistema imune do hospedeiro e origina propriedbibdggicas variantes, como o tropismo
por diferentes co-receptores celulares. Antes daaterta dos co-receptores virais, 0s
diferentes fendtipos do HIV-1 eram reconhecidoavéts do tropismo por células T ou por
macréfagos e pela indu¢cdo ou ndo de formacdo decisin sendo suas prevaléncias
correlacionadas com o estagio clinico (Lusso, 2086)ados de HIV-1 eram classificados

como monocitotropicos (M-tropicos) quando o virws gropagava em culturas de
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macrofagos, sendo incapaz de infectar linhager®ldéas T. Quando o inverso ocorria, 0S
isolados eram classificados como tropicos por aslil (T-tropicos), porém em ambos os
isolados os virus eram capazes de se replicar krfacd primarias (Hoffmanmt al.,
2007). Adicionalmente, os virus eram classificad®scordo com a habilidade de infectar
e induzir sincicio (células gigantes multinucleades células MT-2, que expressam
CXCR4 e nao expressam CCRb5. Virus que ndo infeetssas células sdo chamados néo
indutores de sincicio (NSI, do ingl@®n-syncytium-inducing), enquanto que virus que
infectam sdo chamados indutores de sincicio (Singléssyncytium-inducing) (Moore et

al., 2004; van’'t Wout and Jensen, 2008).

O surgimento da area das quimiocinas revelou afisasi®gica da variabilidade do
HIV-1: o uso diferencial dos dois principais cogptores, CXCR4 e CCR5 (Lusso, 2006).
Cepas que utilizam CCR5 sdo chamadas R5 e cormsmoaos virus M-trépicos e NSI, e
cepas que usam CXCR4 sdo chamadas X4 e corresp@audevirus T-tropicos e Sl. Virus
capazes de utilizar ambos co-receptores séo chanfadd4 (Bergeet al., 1998). O uso
de ambos co-receptores por um isolado viral se dgmeesenca de: a) clones com duplo
tropismo R5X4 ou b) mistura de clones puros R5 eX4) mistura desses trés tipos virais
(van't Wout and Jensen, 2008). A correspondéndia efirus R5 e virus M-trGpicos nao é
perfeita, pois macréfagos expressam CXCR4 em mpraporcdo, portanto podem ser
infectados por cepas X4 (Ruibal-Argisal., 2004). Ja a capacidade de induzir formacgéo de
sincicio em células MT-2 indica a presenca de vigue usam CXCR4, mas nao
exclusivamente, cepas S| podem corresponder aX#as R5X4 (Mooreet al., 2004).

O inicio da infec¢do por HIV-1 é caracterizado geldominancia de cepas virais
R5, as quais sdo responsaveis pela maioria dasntissbes e predominam na fase

assintomatica da doenca. As cepas X4 surgem egiastardios da infeccdo em 50-60%
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dos pacientes e estdo correlacionadas com a psagrda doenca, observando-se queda na
quantidade de células T CD4 aumento da carga viral (Siereh al., 2005). Foi
demonstrado que as variantes X4 evoluem de aniseR®a sugerindo que ndo ocorre a
propagacdo de antigas cepas X4 transmitidas, qaenfeequestradas em reservatorios
celulares por longo periodo (Saleabial., 2007). A transmissao predominante de cepas
R5 pode ser explicada por uma combinacdo de macasisnunoldgicos celulares e
humoral, como ligacdo e inativacdo preferencialvitas X4 por mucinas e proteinas
antivirais inatas, preferencial transcitose (transpde macromoléculas através do interior
da célula por meio de vesiculas) de virus R5, #igapreferencial de virus R5 por
macrofagos, células dendriticas e células de Laager neutralizacdo preferencial de
virus X4 (van't Wout and Jensen, 2008) e expressaatitutiva de altos niveis de SDF-1
por células epiteliais da mucosa genital e intakiousso, 2006). Outra explicacédo seria a
ocorréncia de infeccdo abortiva na transmisséaoides X4 devido a rapida citolise que
este provoca em células T CDde memoria. Essa citdlise rapida ndo é observada e
células T CD2 ativadas, fenétipo prevalente na infeccdo tardimndo os virus X4
emergem (Mosier, 2009).

Durante a infeccdo aguda, as cepas R5 tém vantsgletiva sobre as cepas X4,
devido ao seu tropismo preferencial por célulagidéoas que transportam patdégenos do
local da infec¢é@o para os linfonodos e os apreseptaa células T e B para inicializacao
da resposta imune adaptativa. Apds internalizagdslV-1 permanece infeccioso dentro
da célula dendritica por mais de cinco dias. Quaad®lula dendritica interage com
células T CDZ nos linfonodos, o virus encontra um ambiente #avelr para rapida
replicacdo. Assim, a replicacdo seletiva de cepas dentro do linfonodo ocorre

independentemente da rota de transmissdo (vagietll, intravenosa ou vertical),
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predominando no inicio da infeccdo. Essa vantaggaiicativa explica o fato de que em
casos de transmissao de cepas X4, os virus Rmserigpredominantes apds um periodo
inicial de infeccdo, enquanto que X4 praticamergsagarecem. Outra explicacdo para
esses casos seria a evolucdo das cepas X4 parar REepsdo do ambiente, favoravel ao
uso de CCR5 (Mooret al., 2004).

Os primeiros anos de infeccdo pelo HIV-1, em queaseR5 sdo abundantes,
podem ser considerados como uma infec¢ao predotemante do tecido linféide do trato
digestivo. Esse tecido contém mais da metadeinfdsitos T do corpo humano e é o sitio
primario de replicacdo do virus. A maioria das lkeélul CD4 desse tecido expressam
CCRY5, talvez pelos altos niveis de expressdo daigcinas ligantes a CCR5 neste local,
que direcionam o trafego de linfécitos T. Adicianahte, a expressdao de CXCR4 no
tecido linféide do trato digestivo € baixa e a pghb localizada de SDF-1 impede 0 uso
desse co-receptor pelo HIV-1. Ativacdo imune pradacpor infec¢des, incluindo o HIV,
aumenta a expressdo de CCR5 nas células T ativadas facilita a replicacdo de cepas
R5 continuamente, até a exaustdo do sistema inWmer¢ et al., 2004).

A heterogeneidade da expressao de co-receptoreslifeosentes alvos celulares
permite a evolugdo continua dos virus, tanto R5ocofd, no individuo infectado.
Mutacdes graduais dentro da regido da alca V3 geodw aumento da afinidade entre o
virus e o co-receptor e perda da sensibilidadel drajuimiocinas ligantes aos co-
receptores. Essa evolugdo adaptativa provoca @esdal do controle das quimiocinas
antivirais, bem como, de medicamentos antirreteawiinibidores da entrada viral na
célula-alvo (Scarlattet al., 1997; van't Wout and Jensen, 2008). Durante sccula
infecgéo, a evolugéo da regido do envelope virdepaprimorar continuamente o uso de

CCR5 ou o diminuir com surgimento do uso de CXCHRAbgier, 2009). Apds a
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emergéncia de cepas X4, os virus R5 permanecenenpess O uso de ambos co-
receptores com a mesma eficiéncia é uma fasettieiadireve do curso natural da doenca.
Populacdes puras de cepas X4 sao raras e frequanemstao associadas a estagios
tardios da doenca, onde ocorre transmissdo de eep@san’'t Wout and Jensen, 2008).
N&o se conhece os fatores que determinam o surgirden virus X4, sugere-se que seja
resultado de alteracdes nas pressdes seletivasim@gnas endogenas que se ligam ao
CCR5 e ao CXCR4, facilitando a propagacédo de cgpasusam CXCR4. A presenca de
infeccdes oportunistas também pode induzir ou mapra producdo de quimiocinas,
selecionando uma ou outra cepa (Lusso, 2006). podibilidade de células-alvo também
pode estar relacionada com surgimento de variaftepacientes infectados apresentam
ao longo do tempo uma taxa aumentada de renovagacéldlas T primarias, como
consequéncia da progressiva deplecdo de célulaseTmémoédria na periferia.
Adicionalmente, foi sugerido que o timo tem um imaote papel na evolucdo e
disseminacgédo de virus X4: a andlise de cepas Xstigem recombinante demonstrou que
a recombinagcdo ocorreu entre sequéncias das reyii®? de virus R5 periférico e
sequéncias V3 de virus X4 do timo. Os timdcitosresgam altos niveis dos receptores
CD4 e CXCR4, sendo ambiente favoravel para pro@egde cepas X4, e o trafego de
linfécitos do timo para os tecidos linfoides disgmamia essas cepas sistemicamente.
Evidéncias mostram que, ao contrario dos relatbgande que a funcao timica declina na
adolescéncia e quase desaparece na fase aduitay dd adulto retém parte da funcao
timopoiética e continua a produzir e liberar c&ulaprimarias para a periferia (Saleghi
al., 2007). Além de infectar e destruir timdcitos foras mais eficientemente que virus
R5, as cepas X4 infectam e destroem a células Tdesenvolvimento no timo,

prejudicando sua funcdo de producdo dessas céBdasma grande quantidade de células
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T imaturas é afetada, ocorre um decréscimo na pé&oddas linhagens celulares CDg
CDS8' primarias e a resposta imune contra o HIV e ouhfescdes pode diminuir (Moore
et al., 2004).

Também ndo ha um consenso sobre o significadodial@a mudanca fenotipica,
se ela é responsavel pela progressdo da doenca éucensequéncia da progressiva
imunodeficiéncia. A maior patogenicidade observada cepas X4, reflexo do amplo
espectro de células-alvo, € um indicativo de gqgewsurgimento é a causa da aceleracéo
da doenca. Porém, o fato de que uma consideragdrde pacientes em fase terminal da
AIDS nunca apresentou mudanca do tropismo para GX&€Rue a alteracao fenotipica é
reversivel, podendo ser apenas transitOria, prax@a @ uso desse co-receptor nao €
essencial para o desenvolvimento da AIDS (Luss@6R0Adicionalmente, cepas X4
podem surgir em qualquer estagio da doenca, t@d® @diagndstico de AIDS quanto em

pacientes com contagens de CD4 estaveis (van't Wmalidensen, 2008).

1.9 Inibidores da Entrada Celular do HIV-1

A relevancia biologica dos co-receptores CCR5 e RXClevou ao
desenvolvimento de uma nova classe terapéuticanileslores da entrada do HIV na
célula. A predominéncia do uso de CCR5 durante mamrso da infeccdo, seu papel
essencial na transmissédo e a resisténcia quaseatotteccdo observada em individuos
homozigotos para a mutagdo CQ@RZ, tornaram o CCR5 o0 alvo primario dessas novas
drogas (Lodowiski e Palczewski, 2009; Lusso, 2006jprimeiro composto antagonista de
CCR5 aprovado para uso clinico foi o Maraviroc £8etry, Pfizer Incorporation), um

segundo composto esta na etapa de ensaios clihéctase trés, o VicrivirocSthering-
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Plough Research Institute) e diversos outros estdo em desenvolvimento fméal ou
clinico. O mecanismo de acdo dos antagonistas d@b@&Ca inibicdo da entrada do virus
na célula através da ligacdo a cavidade localieatta as hélices, expostas ha membrana,
do CCR5, estabilizando o co-receptor em uma cordg@m que ndo € reconhecida
eficientemente pelo HIV-1. Esses medicamentos gmnd HIV fora da célula-alvo,
limitando sua habilidade de reabastecer os reggivatcelulares latentes. Inibidores de
CCR5 néo séao eficientes em reduzir a carga virgbatgentes portadores de cepas X4,
sendo recomendados somente para tratamento dedagepor cepas R5 puras. Portanto, o
tropismo da populacdo viral do paciente deve s&groknado antes da administracédo
desses medicamentos (Moore and Kuritzkes, 2009).

A resisténcia aos inibidores de CCR5 pode ocomeluhs formas: emergéncia de
virus que usam CXCR4, por expansao de cepas ndinasitpré-existentes ao tratamento,
ou evolucao das cepas R5. A resisténcia de vasd®®b pode ocorrer atraves do uso mais
eficiente dos co-receptores livres, por exemplad, gaamento da afinidade da regidao do
envelope viral pelo CCR5 ou por aumento da velagdde fusdo das membranas apos a
ligagdo com CCRS5. Esse mecanismo confere resiat@accial aos inibidores de CCR5. A
resisténcia completa ocorre pelo desenvolvimentoagacidade de utilizar o CCR5 ligado
ao inibidor para entrar na célula através de mukan@ sequéncia da alca V3, além de
continuar utilizando os CCR5 livres. Essas vaeargdo capazes de se ligar a essa nova
configuracdo de CCR5, mantendo a capacidade dgaseab CCRS5 original (Moore and
Kuritzkes, 2009).

Em pacientes cuja presenca de cepas X4 foi proagoald utilizacdo de inibidores
de CCR5 observa-se reversao do fenoétipo viral parso de CCR5 ap0s a interrupc¢ao do

tratamento, indicando que a pressdo seletiva coowpas X4 foi preservada.
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Adicionalmente, estudas vitro mostram que virus R5 resistentes aos inibidoré3@iR5
apresentam resisténcia cruzada a outros inibidE&3CR5, porém continuam sensiveis as
demais classes de medicamentos antirretroviraist(Méout and Jensen, 2008; Moore and

Kuritzkes, 2009).

1.10 Origem e Distribuicdo do HIV-1 Subtipos B, Recombinantes BC

A distribuicdo dos subtipos do HIV-1 varia amplateeno mundo, sendo que o
subtipo C € o0 mais prevalente, responsavel poregaasetade (48%) das infec¢des. Os
subtipos B e A causam 11 e 12% das infec¢oes,aispmente, seguidos por CRF02_AG
(8%), CRFO1_AE (5%), subtipo G (5%) and D (2%). &uto na Europa e na América do
Norte predomina o subtipo B, na Africa e na AmédeaSul ha uma maior diversidade,
predominando respectivamente os subtipos (A, BP& G) e (B, C e F) (Figura 5)
(Hemelaaset al., 2011).

O Brasil apresenta uma complexa distribuicdo deigad) devido a sua ampla
extensdo territorial, sendo que a epidemia é caugathcipalmente pelo subtipo B,
circulando também os subtipos F1, C e D, e as ®nme@mbinantes B/F1 e B/C, variando
conforme a regido geogréfica. As regides sudesigjeste e central apresentam uma
distribuicdo similar, onde o subtipo mais prevadeéto B (70-90%), seguido do F1 e
recombinantes B/F1 (5-30%) e uma pequena propatg&ubtipo C (<8%). Ja na regido
sul, principalmente no Rio Grande do Sul, obseevassa alta frequéncia do subtipo C e
recombinantes B/C (20-70%) seguido do subtipo B6G@%), e uma menor fracdo do F1 e
recombinantes B/F1 (<10%) (Beleb al., 2008; Ferreirat al., 2008; Araujoet al., 2010;

Francaet al., 2010; Toledoet al., 2010). Diaset al. (2009) analisaram 128 amostras de
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pacientes virgens de tratamento da cidade de R&te, coletadas entre julho de 2004 e
dezembro de 2005, e detectaram uma prevaléncia9%e db subtipo C, 23,4% da

CRF31_BC, 22,6% do subtipo B, 10% do subtipo F% #i& formas mosaicas.

2004-2007

BA OJ

OB mK

mC ®m CRFO1_AE
OD O CRFo2_AG
OF O CRF0o3_AB
m G ® Other CRFs
OH O URFs

Figura 5. Distribuicdo regional dos subtipos e formas redoantes do HIV-1em 2004-2007. O
mundo foi dividido em 15 grupos de paises. Paisesnd mesmo grupo estdo sombreados com a
mesma cor. As cores dos graficos em pizza repseas diferentes subtipos especificados na
legenda. As areas dos graficos em pizza corresporgdenimero relativo de pessoas infectadas
com HIV-1 nas regides (Hemelaaral ., 2011).

A epidemia do subtipo B no Brasil € mais antiga guio subtipo C. O subtipo B
parece ter sido introduzido no pais entre metad#édada de 1960 e inicio da década de
1970, provavelmente vindo dos Estados Unidos (RBekb., 2006; Belloet al., 2007). Ja a
epidemia do subtipo C parece ter sido resultadatdaduc@o de uma Unica cepa originada
de Burundi, localizado na regido central-leste dacA Essa introducdo provavelmente
ocorreu na regido sul do pais na década de 80,180aao0s apos a introdug¢do do subtipo

B, época em que inumeros refugiados da guerra d&ilBurundi se espalharam por
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diversos paises (Belkt al., 2008). Analises filogenéticas demonstram qua egsoducao

foi provavelmente um evento Unico, pois os virusdbotipo C brasileiros se agrupam em
um clado bem definido (Santesal., 2006). Adicionalmente, sugere-se que 0 subtipo C
brasileiro se espalhou para Argentina e Uruguagug esse subtipo foi detectado nesses
paises pela primeira vez em 1999 e 2001, respewtive, e se agrupam dentro do mesmo
clado das sequéncias do Brasil (Monteiral., 2007).

Andlises filogenéticas do genoma do HIV-1 demonstiue alguns isolados se
agrupam em dois ou mais subtipos, dependendo daorggndmica analisada. Essas
formas mosaicas surgem através de recombinacaotdwadranscricao reversa e algumas
delas podem alcancar niveis epidémicos de disse&un@obertsomt al., 1995). Virus
recombinantes sdo designados como CRFs se o gem@infar totalmente sequenciado e
detectado em pelo menos trés individuos sem relegétemioldgica (Robertsoe al.,
2000). O surgimento de CRFs € favorecido pela mHecédo de distintos subtipos em
uma populacdo. Entre 2004 e 2007, CRFs eram redpeinspor 16,5% das infec¢cdes no
mundo, embora essa proporcao seja maior em alguegexes, como o sul e o sudeste da
Asia (82,3%) e o oeste da Africa (56,3%) (Hemektaa., 2011). Na América Latina, a
CRF12_BF é a mais prevalente, sendo encontradargen#na, Peru, Bolivia, Brasil e
Uruguai (Hierholzer *t al., 2002; Brigidoet al, 2005; Butleret al., 2007). No Brasil,
além dessa CRF, ja foram identificadas outras ci6é&d-28 BF, CRF29 BF, CRF31_BC,
CRF39 BF e CRF40_BF, indicando que os virus estéluiado dinamicamente no pais
(De S& Filhoet al., 2006; Santost al., 2006; Guimaraest al., 2008). A co-prevaléncia
dos subtipos B e C no Rio Grande do Sul propicioarigem da CFR31 _BC, que se
caracteriza por possuir um fragmento de aproximad#n240 nucleotideos do gepm

do subtipo B, compreendendo os cédons 138 — 21@eth@ da transcriptase reversa,
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incorporado em um genoma caracteristico do sub@pdSantoset al., 2006). A
CRF31_BC circula na regido sul do pais a mais darié®, sugerindo que o evento de
recombinacdo ocorreu entre 5 a 10 anos apods adumg@o do subtipo C no Brasil.
Provavelmente esta variante se originou na cagdatstado ou proximidades, onde foi
detectada em individuos diagnosticados no inicidétada de 1990 (Santesal., 2006;
Santost al., 2007; Passaesal., 2009).

A prevaléncia do subtipo C e recombinantes BC astaentando no sul do pais.
Santoset al. (2007) analisaram amostras das cidades de PdemgreAe Rio Grande,
coletadas entre julho de 2002 e janeiro de 20GHservaram que 45,4% das infeccdes
eram causadas pelo subtipo B, seguido do subtifd4(®%), CRF31 _BC (7,4%) e os
subtipos F, D e formas mosaicas em menor frequélcateiroet al. (2007) observaram
27,3% de cepas do subtipo C, 27,3% de recombm@e 36,4% do subtipo B, 4,5% do
subtipo F e 4,5% de recombinante B/F entre 22 aassbletadas em 2003 de individuos
de Porto Alegre. Ja Brigidet al. (2007), analisando amostras provenientes de Porto
Alegre, Itajai (SC) e Balneario Camboriu (SC), tadas entre julho de 2004 e marco de
2006, encontraram uma prevaléncia de aproximadant€® e 20% para o subtipo C e
CRF31_BC, respectivamente, entre amostras prouvesiae Porto Alegre e também
demonstraram a presenca dessa CRF no estado deGaatina, em menor proporcao
(3,6%). Adicionalmente, Souzshal. (2009) reportaram a ocorréncia de um paciente com
10 anos de idade portador da CRF31_BC em S&o Rentip adquirido a infec¢ao através
de transmissdo materna. Esses dados sugerem uraas@gpdessa variante na ultima

década, o que enfatiza sua relevancia epidemi@ogic
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1.11 Tropismo do HIV-1 Subtipos B, C e RecombinaiB€

O uso de co-receptores e sua mudanca fenotipicaiteEnmntensamente estudados
em isolados do subtipo B. Nestes, mais de 50% dcismtes com AIDS (Koadt al.,1996;
Scarlatti et al., 1997) e cerca de 16% dos pacientes virgens atantento recém
diagnosticados (Franget al., 2009) apresentam multiplo uso de co-receptalaso
tropismo dos demais subtipos virais tem sido mecascterizado. Alguns estudos
demonstram que ha diferencas no uso de co-receptoiee 0 subtipo B e C, devido a
diferencas de sequéncia génica e conformacéo dored da gpl120. Essa regido viral no
subtipo B € menos constrita que no subtipo C, seag@z de acomodar mutacdes que
conferem tropismo por CXCR4. Contrariamente, a a@ado subtipo C possui uma
conformacdo mais restrita, limitando seu potendmlevoluir para X4 (Coetzest al.,
2006; Patelet al., 2008). Os virus do subtipo C de diferentesdegido mundo e de
diferentes estagios da doenca, incluindo o estdidIDS, utilizam quase exclusivamente
0 CCRS5, apresentando minima conversdo para usX@iR€. Coetzeet al. (2006) citam
ter observado apenas 10% de cepas com tropism&€¥6R4 em um estudo de 231
isolados de HIV-1 subtip@, as quais se correlacionaram significantementeamtagens
de CD4 inferiores a 200 células/pL. Zhasical. (2009) observaram 100% de cepas R5
entre 28 sequéncias desse subtipo provenienteshiba @etiradas dé.os Alamos HIV
Sequence Database. A manutencdo do fendtipo R5 durante todo o cdesa@oenca em
combinagcdo com carga viral alta observada em est&@yiancados pode explicar a rapida
disseminagdo desse subtipo no mundo, ja que ceppgas por CCR5 sdo mais
eficientemente transmitidas (Pollalasal., 2001). No entanto, recentes estudos sugerem

que o subtipo C do sul da Africa esta evoluindeaparuso do CXCR4. Connedt al.
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(2008) encontraram 30% de cepas X4 entre isoladgsadientes com AIDS e virgens de
tratamento antirretroviral de Johannesburg. Johnetal. (2003) observaram 35% de
cepas tropicas por CXCR4 em pacientes em tratanaatitoetroviral de Zimbabwe.
Embora o polimorfismo genético das cepas de HIVrasikeiras seja bem
conhecido, o uso de co-receptores até entdo faigowestigado. Ferraret al. (2001)
caracterizaram o0 uso de co-receptores de 18 isohaidais provenientes das cidades de
Santos, Rio de Janeiro, Belo Horizonte e Salvasimdo 17 do subtipo B e 1 do subtipo F,
e encontraram uma predominancia do uso de CCRR%13B X4 e 4 R5X4). Araujet al.
(2010) analisaram 46 sequéncias virais dos subtijoE1 e recombinantes B/F1 de
individuos de Salvador, encontrando 24% de cepgmcas por CXCR4. Francet al.
(2011) observaram uma prevaléncia de 31% de cepanike 45 sequéncias dos subtipos
B e F1 de Ribeirdo Preto. O tropismo do subtipco@rasil foi caracterizado somente em
dois estudos, cujo numero amostral foi pequeno.télanet al. (2007) investigaram o
tropismo de 7 isolados virais de Porto Alegre eoatraram 4 cepas R5 do subtipo C, 1
cepa X4 do subtipo C e duas cepas R5X4 recombmddf Ferreiraet al. (2008)
analisaram 34 sequéncias dos subtipos B e C delfaugiencontraram uma prevaléncia de
18% de cepas tropicas por CXCR4, sendo todas dipsub. Na China, onde também ha
uma alta prevaléncia de recombinantes BC e ondelam as outras duas CRFs BC
descritas (CRFO7_BC e CRF08 _BC), o tropismo veataracteriza por predominancia do
uso de CCR5: 100% das amostras estudadas poretGlo (2007), Maet al. (2009) e

Zhanget al. (2009) apresentam esse fenotipo.
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1.12 Determinacéo do Tropismo Viral por Co-receggdCCR5 e CXCR4

A necessidade do conhecimento do tropismo do Hlpgata o emprego da
terapéutica de antagonistas do CCR5, para o acdrapemto da progressao da doenca
durante terapia antirretroviral combinada e parsdliauna compreensao da histdria natural
da epidemia (Daaat al., 2007) tem levado ao desenvolvimento de divemset®dologias
para determinacdo do uso de co-receptores. O m@uamtdo-ouro para caracterizacdo do
tropismo do HIV-1 é o ensaio fenotipico, realizadpartir de isolados primarios de HIV
ou a partir de virus recombinantes (Sanckteal., 2010). Atualmente estdo disponiveis
quatro ensaios fenotipicos recombinantes: Tfdfionogram Biosciences), Phenosctipt
(Eurofins-VIRalliance), XtrackC/PhenX®R(inPheno) e VircoType (Virco) (van't Wout
and Jensen, 2008). O Trofile é o Unico ensaio a@ul@vyara uso clinico e € 0 mais
amplamente utilizado mundialmente (Sanckeal., 2010). As metodologias fenotipicas
recombinantes consistem basicamente na geracadrude recombinantes infecciosos, a
partir do plasma do paciente, contendo o gene del@pe, total ou parcial, da populacdo
viral do paciente. Subsequentemente, esses vinugestados em linhagens de células
indicadoras que expressam o receptor CD4 e o epi@cCCR5 ou CXCR4. Portanto,
esses ensaios permitem a distingdo de populact@s R6 ou X4 e populagdes com duplo
tropismo (R5X4). Os ensaios fenotipicos recomligmsado capazes de detectar variantes
minoritarias quando estas representam 5 a 10% pialgg@o. Em 2008 foi desenvolvida
uma nova versdo do Trofflecom maior sensibilidade (ES Troffle capaz de detectar
variantes minoritarias em nivel de 0,3% da popwagél. No entanto, testes fenotipicos
geralmente requerem amostras de plasma com camaminima de 1.000 copias/mL.

Assim, pacientes em regimes de tratamento supcesgie sao candidatos para tratamento
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com inibidores de CCR5 por razdes que ndo sejaha fedrapéutica, ndo podem ser
testados (van't Wout and Jensen, 2008).

Apesar de sua acuracia, a metodologia fenotiptzargplexa, onerosa, demorada e
sua implantacdo é limitada por dificuldades témicaequerendo conhecimento
especializado e estrutura laboratorial sofisticéolamando-a impraticavel na rotina clinica.
Adicionalmente, os ensaios recombinantes dispanis@&o financeiramente inacessiveis
para a maioria das instituicdes, principalmenteapas que necessitam transportar as
amostras internacionalmente. Metodologias genatspibaseadas na sequéncia da alca V3
da gpl120, tem sido desenvolvidas como alternateva fpredicdo do tropismo viral.
Alguns estudos tem demonstrado boa correlacdo smdtedos genotipicos e fenotipicos
(Delobelet al., 2007; Raymonet al., 2008; Raymondt al., 2010; Sancheet al., 2010;
Seclénet al., 2010). No entanto, metodologias genotipicas @@ocsapazes de diferenciar
cepas X4 e R5X4, sendo ambas classificadas come ¥4, e sdo capazes de detectar
variantes minoritarias somente quando estas estaonga propor¢do de no minimo 25%
da populacado viral (van't Wout and Jensen, 200&jéBest al., 2010). Contudo, esses
métodos possuem maior potencial de aplicacdo negidinica por serem mais simples,
rapidos, de facil execuc¢do e com custo menor. Adamente, eles podem ser realizados a
partir de amostras de plasma, através da ampéficalpo RNA viral, ou de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC, do ingkgpheral blood mononuclear
cell), através da amplificacdo do DNA pré-viral. Assias, metodologias genotipicas sao
uma opcédo para determinagdo do tropismo em pasienta viremia indetectavel (Seclén

et al., 2010).
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1.12.1 Caracterizacdo Genética da Regidao V3

O tropismo viral por co-receptores € determinadacppalmente pela estrutura
molecular da al¢a V3 da gp120 do envelope viradaksgido geralmente € constituida por
35 aminoacidos, podendo variar de 32 a 37 aminodgcfbssui uma cisteina em cada uma
das extremidades conectadas por uma ligacéo ddisalfse caracteriza por ser catibnica,
glicosilada e altamente variavel, tolerando um mdmeonsideravel de variacdes de
aminoacidos sem perder suas propriedades funcidfgsra 6) (De Jongt al., 1992;
Hartley et al., 2005). O tropismo por co-receptores € influethzigela variacdo de
aminoacidos especificos, inser¢des e delecbesa tat@ dos aminoacidos, sequéncia de

amino acidos do tetramero e glicosilacdo dentnedeo V3.
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Figura 6. Representagdo esquematica da sequéncia de ardo®ata
regido V3 e a variagdo de aminoacidos nas posite&ireita) e 25
(esquerda). A presenca dos aminoacidos acidosiradiR) e lisina (K)
nessas posi¢des sao indicativas de uso de CXCRut{feoet al., 1995).

Em geral, a presenca de aminoacidos bésicos ndede®sll e 25, maior

positividade da carga total dos amino&cidos, vdidgalole no comprimento da regido V3 e
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dos residuos do tetramero e auséncia do sitiaN-ggicosilacdo sdo caracteristicas
indicativas do uso de CXCR4 (De Josi@al., 1992; Fouchieet al., 1992; Fouchieet al.,
1995; Hartleyet al., 2005).

A tendéncia dos virus com maior nimero de amino&aidrregados positivamente
se ligarem ao CXCR4 pode ser explicada pela atrelgdimstatica entre V3 e a superficie
extracelular desse co-receptor que possui maissarggativas que CCR5 (naturalmente

mais neutro) (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo dos aminoécidos carregados nos idsmin
extracelulares de CXCR4 e CCRS5 (Thordeea., 2002).

Superficie celular

O padréo de glicosilagdo do envelope do HIV-1 podkeienciar o uso de co-
receptores celulares. A perda do sitio de N-gliagéo dentro da regido V3, posi¢cao 6-8
(sitio NXT/S, em que X representa qualquer amimm@¢ciem associacdo com carga
positiva total alta, pode provocar a mudanca dotfpa do virus de R5 para X4 (Pollakis
et al., 2001; Nabatovet al., 2004). Essa mudanca pode ser provocada pelo

desmascaramento de aminoacidos carregados postitenraumentando a carga total de
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V3, ou pela acéo indireta da perda do glicano sabestrutura secundaria da alca V3
(Hartley et al., 2005). A regido V3 de virus do subtipo C em hapaesenta carga total
menor e alta frequéncia de glicosilacéo, corroldwasom a baixa frequéncia de cepas X4
entre isolados desse subtipo (Pollakial., 2001).

A alca V3 possui uma regido conservada que formaiumna estrutura da alca e
alteracbes de aminoacidos nesse tetramero poderaraidt uso de co-receptores (De Jong
et al., 1992; Hartleyet al., 2005). A epidemia brasileira do HIV-1 subtips® caracteriza
por apresentar alta prevaléncia dos tetrameros GR@&fuente na América do Norte e
Europa, e GWGR, também chamado B - GWGR, que &teaistico das cepas do Brasil.
Cada um desses tetrameros esta presente em apdaxier@ie 50% dos isolados do
subtipo B no Brasil, variando de regido para re@izangertzet al., 2000; de Britcet al.,
2006; Diazet al., 2008). O subtipo C do HIV-1 apresenta o tetr@am8PGQ que se
acredita que tenha um papel limitador do uso de RX(Coetzekt al., 2006; Raymonet

al., 2010).

1.12.2 Predicdo Genotipica do Tropismo por Co-riecep

A predicao genotipica do uso de co-receptores pedeecalizada através das regras
11/25 e valor da carga total dos aminoacidos, patabinacdo dessas duas regras e por
ferramentas de bioinforméatica disponiveis gratugata na internet.
Regra 11/25:a presenca de aminoacidos basicos (carga posiéixgipina (R) e lisina
(K), na posicdo 11 e/ou 25 da alca V3 é associadauso do CXCR4, enquanto que a

presenca de aminoacidos neutros ou acidos (caggives), acido aspartico (D) e acido
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glutamico (E), € associada com uso do CCR5 (De éoalg, 1992; Fouchieet al., 1992;
Fouchieret al., 1995).

Regra da carga total dos aminoacidosa carga total é calculada subtraindo-se o numero
de aminoacidos com cargas negativas (D e E) do mae aminoacidos com cargas
positivas (R e K) da regido V3. Carga total maiorigual a 5 € associada com o uso do
CXCR4, enquanto que carga menor que 5 € asso@ada cso do CCR5.

A combinacao dessas duas regras aumenta a selzslbile especificidade para a predicéo
do uso de co-receptores (Delokeehl., 2007; Raymondt al., 2008; Séclemt al., 2010).
Até o momento foram descritas trés regras comb@pdea predicdo do tropismo viral:
Regra de Garrido: a presenca de aminoacidos basicos nas posic@sdiltarga total
>5 é preditiva de cepa X4, caso contrario € R5 (@@t al., 2008).

Regra de Delobel:a presenca de aminoacidos basicos nas posicd&selddrga totabb

é preditiva de cepa X4, caso contrario € R5 (Déleta., 2007).

Regra de Raymond:a presenca de 11 R/K ou 25K ou amlms25R e carga total5; ou
carga totab6 é preditiva de cepa X4, caso contrario é R5 (Renghat al., 2008).

As ferramentas de bioinforméatica disponiveis onlimas utilizadas para predigdo do uso
do co-receptor viral sdo: WebPSSM, Geno2pheno_epte; WetCat e R5/X4-Pred e
NSI/SI-Pred.

WebPSSM: essa ferramenta prediz o uso do co-receptor ar pat sequéncia de
aminodacidos da regidao V3 no formato fasta. A segjaéé alinhada com uma sequéncia
consenso e a predicdo é realizada pelo métoddséistatmatriz de escore de posicao
especifica (PSSM, do ingl@esition-specific scoring matrices). Esse método pontua cada
residuo de aminoacido, gerando uma pontuacgao gerala sequéncia, e a classifica como

R5 ou X4 de acordo com um ponto de corte estaleled?ontuacOes altas estéo
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associadas com variantes X4. Essa ferramenta jgeseliecionar trés matrizes diferentes:
X4/R5 subtipo B, SI/NSI subtipo B e SI/NSI subtBoA matriz X4/R5 utiliza sequéncias
cujo fendtipo para co-receptor € conhecido, enquauoie as matrizes SI/NSI utilizam
sequéncias cujo fendtipo para indugcdo ou nao aécginem ceélulas MT-2 € conhecido. A
predicdo pode ser realizada somente para sequé&uasasubtipos B e C (Jensenal.,
2003). Endereco eletronico: http://indra.mullinerabiol. washington.edu/webpssm/.
Geno2pheno_coreceptor:essa ferramenta prediz o uso do co-receptor ar mhat
sequéncia de nucleotideos da regido V3 no fornastia fou no formato plano (somente a
sequéncia). A sequéncia é traduzida, alinhada coseqaéncia referéncia HXB2 e a
predicdo € realizada pelo método estatistico demamni “maquina de vetores de suporte”
(SVM, do ingléssupport vector machine). Esse método reconhece padrbes em grande
volume de dados e os classifica. Para determindgawopismo por essa ferramenta &
necessario escolher o nivel de significancia ddigéie (taxa de falso positivo, ou seja,
probabilidade de classificar um virus R5 erronedmetomo X4). Os niveis de
significancia disponiveis sdo 1%, 2,5%, 5%, 10986 ¥520%, sendo que quanto maior o
nivel de significancia, maior é a sensibilidadedeé¢eccdo de variantes X4 e menor € a
especificidade. Essa ferramenta permite a adicdoad@metros clinicos para melhorar a
predicdo, como: carga viral, contagem de célulag’GDCDSE, porcentagem de células
CD4" e gendtipo do CCR5 do paciente. A predicdo podeesdizada para sequéncias do
subtipo B e subtipos ndo-B (Singet al., 2007). Endereco eletrbnico:
http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/ index.php.
Wetcat: essa ferramenta disponibiliza diversos métodagisstos para predicdo do uso
do co-receptor. Trés métodos sdo baseados em @walecisdo (Wetcat C4.5, C4.5p8pl2

e PART), um método é baseado em SVM (Wetcat SVMinemétodo é similar a regra
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11/25 (Wetcat chargerule). A predicao € realizagarér de sequéncias de aminoacidos da
regido V3 que devem ser previamente alinhadas c@egaéncia consenso, descrita da
pagina da ferramenta. O banco de dados Wetcai entlostras do subtipo B e de subtipos
nao-B (Séclenet al., 2010). Endereco eletronico: http://genomiac2iiextu:8080/
wetcat/v3.html.

R5/X4-Pred e NSI/SI-Pred:essa ferramenta utiliza um método estatistico tobpara
predicdo do tropismo virakandom forest (RF). Esse método consiste na construcédo de
arvores de regressdo através de selecdo de cistacder aleatorias e algoritmo de
aprendizagem de maquina. A predicdo é realizadaésrda agregacao das predicbes do
conjunto de dados. Essa ferramenta inclui na anaiem da carga total e do perfil de
aminoacidos, a polaridade da alca V3. A predicaeadizada a partir de sequéncias de
aminoacidos da regido V3 no formato fasta. Essedoéipresenta bom desempenho para
predicdo de sequéncias dos subtipos B, C e naod<. Assim como a WebPSSM, os
métodos R5/X4 e NSI/SI utilizam como banco de dasleguéncias com o fendtipo
conhecido para uso de co-receptor ou inducdo dgcgin respectivamente (Xet al.,

2007). Endereco eletronicbttp://bioinfo.gnway.net/HIV-1/PhenoPred.php.

1.13 Justificativa

O perfil do tropismo por co-receptores e das caresticas genéticas da regido V3
do geneenv da populacéo viral do Rio Grande do Sul necess#aminvestigados, pois
auxiliardo na compreenséo da patogénese viral dindanica da epidemia nessa regiao.
Além disso, servirdo como base para implementagiantérvencées nos servicos de

saude, especialmente relacionadas a estratégigetticas. A prevaléncia do subtipo C
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em nossa regido e sua origem africana intensif@amacessidade de pesquisas do uso de
co-receptores neste subtipo, visto que a emergéocieopismo por CXCR4 em virus do
subtipo C pode ter implicagcbes importantes parara@sinissao viral, patogénese,
progressao da doenca e resposta a nova classeutécape inibidores da entrada viral na
célula.

A disponibilizacdo de novas linhas medicamentoséisr@trovirais € indispensavel
para a continuidade do tratamento de pacientes aguesentam seérios sintomas de
toxicidade devido ao uso prolongado das drogasisisude pacientes portadores de virus
resistentes a estas drogas. Para estes pacientepgfes de tratamento sdo atualmente
limitadas, ocasionando ineficiente inibicdo da ioggdo viral e contribuindo para o
progresso da doenca. Além disso, como a incidédeiavariantes virais resistentes
aumentou na populacdo infectada em tratamento, cestdendo a transmissdo destas
variantes para individuos virgens de tratamentarratrbviral, provocando maior
incidéncia de falha terapéutica (Litgeal., 2002). O conhecimento do perfil do tropismo
por co-receptores da populacdo viral mais prevalantRio Grande do Sul auxiliard no
manejo do regime terapéutico antirretroviral dosBra

Com base nos dados expostos, este estudo se Er@p@disar as caracteristicas da
regido da alca V3 e o tropismo por co-receptoreRE€ CXCR4 de HIV-1 subtipos B, C
e recombinantes BC circulantes no Rio Grande do iSelados de pacientes virgens de

tratamento antirretroviral através de ferramentamgpicas.
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Abstract

Changes on genetic sequence and conformation o¥/3hmop of HIV-1 gp120
have been reported to cause subtype-specific diféas in co-receptor usage. This study
analyzed the V3 genetic characteristics and theeceptor tropism of HIV-1 subtypes B,
C and BC recombinants of drug naive individualsmfr&®io Grande do Sul through
genotypic tools. Stored plasma specimens from lditeqts known to be infected with
subtypes B (35), C (35) or BC (35) recombinantetiash RT and PR sequences along the
pol gene were selected. After nested PCR, the V3 megii@nv gene was sequenced and
the tropism inferred using the genotypic tools Gpt@no_coreceptqpy, WebPSSM and
R5/X4-Pred. A total of 90 samples were successfathplified and sequenced. Subtypes
found atenv region were 37 B and 53 C. The higher CXCR4-tragir@ins proportions
among subtype B was 16.2% (predicted by Geno2pbgj@nd among subtype C was
32.1% (predicted by WebPSSMsic). X4 prevalence in recent seroconverters was
18.7%, being exclusively identified in subtype Chefe was no association between
tropism and viral load. V3 characteristics assedato CXCR4 usage were length
variability, mean net charge and basic amino aetdpositions 11/25 for subtype B
sequences and for subtype C sequences was jusit kargability. Loss of N-glycosylation
was rarely observed and did not correlate to un@bism. Among subtype B viruses, the
tetramers observed were GPGR (43.2%), GWGR (16.Z3)GR (16.2%) and the
uncommon APGR (13.5%). The tetramer GPGQ was prdaseB4.9% of subtype C
sequences and the GPGR motif was associated withR4Xusage in subtype C. These
finds reinforce previous observations of subtypeesfic differences in HIV-1 co-receptor

usage and corroborate reports of evolution of sy viruses for CXCR4 usage.
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Introduction

The HIV-1 entry into target cells involves the iaetion between the viral
envelope complex and cellular receptors. It is @iedi by a sequential binding of the
envelope gpl120 with the receptor CD4 and a cheneokotreceptor, usually CCR5 or
CXCR4"“2 Accordingly to the co-receptor usage, virus ssaire classified as R5, X4 or
R5X4°. Virus populations showing the later phenotype maytain only R5X4 viruses or,
most commonly, different mixtures of these threet This classification has replaced
the previous identification method of viral isotgased on their ability to induce syncytia
in MT-2 cells, which express only CXCR4. Thus, Ruses do not infect MT-2 cells and
are called non-syncytium-inducing (NSI), while XAdaR5X4 viruses infect these cells
and are called syncytium-inducing (81) Due to a combination of multiple selective
mechanisms, R5 strains are most commonly trangindted are predominant at early
stages of infection, being detected throughoutittiectior. X4 variants may emerge
during the course of the infection, generally ivatced disease stages, through evolution
from R5 straind The emergence of CXCR4-tropic viruses is assediatith a faster
CD4'T cells counts decline, a viral load increase amdession to AID%.

The specificity of HIV-1 co-receptor usage is bedid to be dictated mainly by the
structure and charge of the third hypervariable|0é3 loop) of the gp120 Changes on
its genetic sequence and conformation have beeortegpto cause subtype-specific
differences in co-receptor tropiéth Some V3 characteristics such as sequence length
variability, increased positively amino acid charipss of glycosylation sites, variation of
specific amino acids and residues at crown motfehaeen identified as influencing co-
receptor usage in HIV subtypes B ant!€' Multiple co-receptor usage is found in about

50% of AIDS patients infected with subtype B virsi$é® HIV-1 subtype C infections, in

52



which a predominance of CCR5-tropic strains atowmistages of diseases is obsef’8d
are evolving to use CXCR4 for cell entry in somgioas of Africd®?*?! Both subtypes B
and C, as well as BC recombinants, dominate HI\gitleamic in the southernmost state of
Brazil, Rio Grande do Sul, accounting for approxisha35-45%, 25-35% and 7-25% of
infections in this region, respectivéli?> The co-receptor tropism of these main
circulating strains remains to be elucidated, esfigavhen considering the African origin
of Brazilian subtype &2°

Phenotypic methodologies are considered the gaddstd for HIV-1 tropism
assignment. Despite their accuracy, these assaysvery complex, time-consuming,
expensive, and require special facilities and eigeerAs an alternative method for tropism
determination, several genotypic approaches, basethalysis of V3 loop sequence, were
developed. These genotypic methods are easieerfadteaper and have demonstrated
good performance when compared with phenotypicstestpresenting a suitable
alternative methodology for co-receptor predictiorplaces where phenotypic assays are
not available or are financially unfeasitfté*26-3

Considering the importance of tropism assessmernhé&therapeutic use of CCR5
antagonists, disease natural history comprehersidrprediction of disease progres§jon
this study proposes to characterize the V3 regiwh @nalyze the co-receptor usage of
HIV-1 subtypes B, C and BC recombinants of antinatal-naive individuals from Rio

Grande do Sul by genotypic tools.
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Materials and Methods
Study population

HIV-1 infected antiretroviral-naive individuals efled on Project AMPLIAR
(research consortium developed to study laboratoeghods and risk factors for HIV
infection in south Brazil) between 2006 and 200@rated at four sites located in three
different cities in Rio Grande do Sul: Municipal Aoatory of Infectology of Caxias do
Sul (Caxias do Sul), Hospital Sanatdrio Partenarrt(PAlegre), Health Center Vila dos
Comerciarios (Porto Alegre) and Specialized Serind@ST/HIV/AIDS Herbert de Souza
(Viamao) were studied. A total of 105 plasma saspitored at -80°C, from patients
known to be infected with subtypes B (35), C (35)B& (35) recombinants based on
reverse transcriptase and protease sequences ta®pgl gene were recovered. At the
time of recruitment, informed consent was obtaifrech all the patients and demographic
information was recorded.

Viral load was quantified using Versant HIV-1 RNAO3Assay (Siemens
Healthcare Diagnostics, USA) which quantifies themlvRNA from 1 mL of plasma
through bDNA technique, having a quantificationgiag from 50 to 500,000 HIV-1 RNA
copies/mL. Recent seroconversion was detected ubmgdwaré"” BED™ EIA HIV-1
Incidence Test (Calypte Biomedical Corporation, YSwhich classifies individuals as
recent seroconverters (infection duratien 155 days) or with long-term infections
(infection duration > 155 days) based on the progoof HIV-1 specific IgG with respect

to total IgG.
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V3 amplification and sequencing

V3 amplification and sequencing were performechat Retrovirology Laboratory
of the Federal University of Sao Paulo. Viral RNAasvextracted from 200 uL plasma
samples using the QlAafip/iral RNA Mini Kit (Qiagen, Germany) and the cDNWas
obtained through reverse transcription using Sup®t® Ill Reverse Transcriptase
(Invitrogen, USA), according to the manufacturer's instructions. Th& Mgion was
amplified by nested PCR using three different $grimers:
1) Outer primers: V3 outer 5’ (5' ATA AGC TTC AATTA CAC ATG GAATT 3') and
V3 outer 3" (5' ATG AAT TCA TTA CAG TAG AAA AAT TCCC 3). Inner primers: V3
inner 5* (5 ATA AGC TTG CAG TCT AGC AGA AGA AGA 3 and V3 inner 3’ (5
ATG AAT TCT GGG TCC CTC CTG AGG A 3%.
2) Outer primers: ED5 (5° ATG GGA TCA AAG CCT AAAGC ATG TG 3') and ED12
(5" AGT GCT TCC TGC TGC TCC CAA GAA CCC AAG 3)).nrer primers: ES7 (5
TGT AAA ACG ACG GCC AGT CTG TTA AAT GGC AGT CTA G@’) and ES8 (5’
CAG GAA ACA GCT ATG ACC CAC TTC TCC AAT TGT CCC TCA")*.
3) Outer primers: EX1 (5" AAT GTC AGC ACA GTA CAAGT ACA 3’) and EX10 (5
CGC CCATAG TGC TTC CTG CTG CTC 3’). Inner primeibtl (5 GTT AAA TGG
CAG TCT AGC AGA AGA 3) and IN10 (5 TAT AAT TCA CT CTC CAA TTG
TCC3)*.

The set of primers 1, 2 and 3 produce a final fraxginof 335, 655 and 671pb,
respectively. The amplification conditions for bditst and second rounds for set 1 were:
94°C for 5 min, 35 cycles at 94°C for 30 s, 55°€ 30 s, 72°C for 1 min and 72°C for 7

min. For set 2, the conditions were: 94°C for :in85 cycles at 94°C for 30 s, 55°C for
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45 s, 72°C for 1 min and 72°C for 5 min. Conditidos set 3 were: 94°C for 10min, 35
cycles at 94°C for 45 s, 55°C for 30 s, 72°C fos4md 72°C for 5min.

PCR amplicons were purified using Montage PCR fegal Filter Devices
(Millipore Corporation, USA) and directly sequendedboth directions in the ABI 3130
Xl Genetic Analyzer using Big Dye Terminator V.3Qycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, USA). The pair of primers used for éguencing was V3 inner 5’ and 3'.
Nucleotide sequences were analyzed with Sequemchgram (Gene Codes Corporation
Ann Arbor, MI). The sequences quality was analyzsthg Quality Control - HIV-1
Sequence Quality Analysis program from Los Alamoatidhal Laboratory (LANL)
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/QC/indeml) for identification of stop
codons, frameshifts and hypermutation. Nucleotidetures were considered when the
second highest peak in the electropherogram wa$% &f the main peak. Codons
containing mixtures were translated into every pdssamino acid and all different
sequences generated through each amino acid pé&onutaere analyzed, except the
sequences containing stop codons. Nucleotide segsershowing an unsuitable
electropherogram were excluded, as well as, seggenith eight or more nucleotide
mixtures within the V3 region due to the elevatadnber of amino acid sequences
generated. Nucleotide sequences were translateg @ddon Alignment program from
LANL (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/Cauidign/codonalign.html).
Alignments were performed and manually edited udbigEdit Sequence Alignment
Editor Software. Phylogenetic analysis of the noiitke sequences excluded any

possibility of sample contamination (data not shpwn
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HIV-1 subtype determination

Subtype analysis of the envelope region was peddrasing the following online
subtyping methods: Recombinant Identification Paogr(RIP) from LANL (confidence
threshold = 95%, window size = 200) available atp:htivww.hiv.lanl.gov/content/
sequence/RIP/RIP.html and REGA HIV-1 & 2 Automatedbtyping Tool Version 2.0

available at http://www.bioafrica.net/rega-genotipel/subtypinghiv.html.

Genotypic prediction of HIV-1 co-receptor usage

The prediction of co-receptor usage was performgidguthree freely available
online genotypic tools: Geno2pheno_coreceptor, M&EEM and R5/X4-Pred. Genotypic
predictions do not allow R5X4 and X4 strains diffietiation, being both classified as X4
viruses.

The Geno2pheno predictor is based on the suppotbivenachine method and its
dataset includes B and non-B subtype sequencestefof 10% of false positive was used
in this study®?’. This tool is available at http://coreceptor.bfaimpi-inf.mpg.de/.

The WebPSSM tool uses the statistical method atiposspecific scoring matrices
for predicting the co-receptor usage and allowsstilection among different matrices. The
matrix X4/R5 (B) was used for subtype B and thermaBI/NSI (C) for subtype C
analysi§™® This predictor is available at http://indra.madlimicrobiol.washington.edu/
webpssm/.

The R5/X4-Pred is based on the random forest medodthe prediction includes
the V3 loop polarity, in addition to net charge aatiino acid profiles. It has a good

performance for tropism prediction of subtypes Bn6n-B and non-C sequencBsThe
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website (http://bioinfo.gnway.net/HIV-1/PhenoPrdtpp is no longer available and the

analyses were performed using the software gragiqusvided by Dr. Chiyu Zhang.

Statistical analyses

Demographic and baseline characteristics of thaygbopulation were recorded as
absolute numbers, percentage and mean + standardtiole. Genotypic results were
expressed as absolute and relative frequenciesocks®ns between categorical
parameters and genotypic results were assessed Bsher's exact test. Quantitative
variables were compared using Studettsst. Differences were considered as significant
if p values were below 0.05. All reportpdralues were two-sided. All statistical analyses

were performed using the SPSS v.18.0 software.

Results

The V3 region was successfully amplified from 1@t of 105 plasma samples of
the HIV-1 infected patients previously selectede Tinst set of primers amplified the V3
fragment of 34 samples. Of the 71 remaining samglksnitted to amplification with the
second set of primers, 61 were successfully aredlifiinally, it was possible to amplify 6
of the 10 remaining samples using the third sgirohers. Among the 101 V3 sequences
analyzed, 11 showed an inadequate electropherogmanshowed more than eight
nucleotide mixtures within the V3 region and wexeleded from this study. Large genetic
heterogeneity in the viral envelope gene mostyilkadplains it. A total of 90 patients were
evaluated and the translation of all V3 sequener®igted by amino acid permutations
resulted in 1237 different sequences. The baselwagacteristics of the study population

are summarized in Table 1. Overall, 58.9% of thdividuals were male, 17.8% were
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recent seroconverters and 96.7% reported sexualsar@. The mean age was 35.28 +
10.45 years. The subtyping analysisenk region identified 37 (41.1%) patients with
subtype B and 53 (58.9%) with subtype C infectibne mean viral load was 4.34 + 0.86
log HIV-1 RNA copies/mL and there was no significdifference between subtype B and
C infections. The subtype classification considgiioth regionsgol/env) were: 29 B/B
(32.2%), 27 CIC (30.0%), 24 BCI/C (26.7%), 7 BC/B8@E), 2 B/C (2.2%) and 1 C/B
(1.1%). The prevalence of X4 viruses predicted dghegenotypic tool among the different
subtypes is shown in Table 2. As thw region determines the viral tropism, the genotypic

analyses were carried out considering justetivesubtype.

V3 Sequence Characterization and Co-receptor Usadg&rediction of HIV-1 Subtype B

Among the 37 subtype B infections, CXCRA4-tropicasts were detected in 6
individuals using Geno2pheng, 4 individuals using WebPSS¥rsi) and 4 individuals
using R5/X4-Pred (Table 2). X4 viruses were detétig all genotypic tools in 3 patients
and in 5 patients they were detected just by ordiptor (Figure 1). The mean viral load
was not significantly different according to CCRB-CXCR4- using variants classified by
each genotypic tool (Table 3).

The V3 sequences from R5 and X4 strains were caogdifar length, net charghl-
glycosylation site, amino acid at positions 11/2# arown motif (Figure 1). The V3
region typically consists of 35 amino acids andytarvariability has been associated with
CXCR4 co-receptor usage in subtype B and C infaetit*® The length characteristic
showed to be conserved; only one sequence had 8% amnids and displayed the X4

phenotype predicted by all the genotypic tools.
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CXCR4 tropism has been associated with an increasedber of positively
charged amino acids at V3 103 Among the 29 viruses predicted as R5 by the three
genotypic tools, 25 (86,2%) had a net charge ob<with the majority of samples having
+3 and +4; 2 had a net charge of +5; and only 2&haet charge of > + 5. The 3 X4 strains
classified as such by all predictors had a netgehaf +4 or +5. The X4 strain identified
exclusively by WebPSSMrs@) showed a net charge of +6; the X4 strain predicted
exclusively by R5/X4-Pred showed +4; and the 3 ¥diss predicted by Geno2pheapg
showed < +5 (Figure 1). The mean net charge wasased in X4 strains when compared
to R5 strains predicted by each genotypic toolndpestatistically significant only in the
WebPSSMursg) prediction (Table 3).

The presence of the basic amino acids arginineo(Rysine (K) at the position 11
and/or 25 and the loss of a potenhiagjlycosylation site, at positions 6-8 (motif NXT/&f)
the V3 region, have also been associated with CX@B4eceptor usa§e®!?13116
Among the 37 sequences, two had an R at positiayf ¥B and both were predicted as X4
viruses by the three tools; three had a K at pwsi25, of which 1 was classified as
CXCRA4-tropic strain by all the predictors, one wéassified as CXCR4-tropic strain just
by WebPSSMurs@e) and 1 was predicted as an R5 virus. These reselts statistically
significant (Table 3). All the subtype B virusesgardless of the co-receptor usage, had
the potentiaN-glycosylation site conserved (Figure 1).

In Brazilian HIV-1 subtype B epidemic, two distirgttains cocirculates: the United
States/Europe-like strain which contains the GP@Rvie motif at the tip of V3 loop and
the Brazilian variant named B"- GWGR, each of ttemmounting for approximately half of
all subtype B infections in BraZ{t**3 The GPGR motif was detected in 16 (43.2%)

individuals, of which six had amino acid ambigustiat different positions. The GWGR
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variants were presented in six (16.2%) individublst one had an ambiguity W/G and
another had an ambiguity G/R at the second glypostion. One individual showed an
AWGR motif. Additionally, six individuals had a GFRGmotif (one of them containing
R/G ambiguity) and five individuals had an APGR mh@bne of them containing A/G

ambiguity) (Table 3).

V3 Sequence Characterization and Co-receptor Usadg&rediction of HIV-1 Subtype C

The prevalence of X4 viruses among the subtype f€ctions obtained by the
different predictors was: 13.2% using Geno2phegnd’.5% using R5/X4-Pred and 32.1%
using WebPSSMnsic) (Table 2). Despite WebPSSMisic) has been developed for
subtype C analysis, it has relatively low spedifidi81.8 - 86%)or X4 detection®?° In
this study, the CXCR4 usage was predicted in 1viddals solely by this tool. None of
the isolates were exclusively classified as X4issrdy Geno2phengy, or R5/X4-Pred
tools (Figure 2). As in subtype B infections, #heras no association between mean viral
load and tropism determined by the different gepiotyjools (Table 3).

V3 amino acid sequence alignments of the subtyp&dins are shown in Figure 2,
together with genotypic results. The V3 length va#so preserved in this subtype; one
sequence had 34 amino acids and was predicted asa{d by all the genotypic tools. The
net charge among the 36 CCR5-tropic isolates, giedlias such by all genotypic tools,
was predominantly < +5 (91.7%), with the majorifysamples having +3; two strains had
a net charge of +5; and just one strain had +6.stMb X4 viruses, independently of the
predictor, had a net charge of +3 or +4 (FigureTRAe mean net charge was increased in
X4 strains as compared to R5 strains, but it wastatistically significant using any of the

predictors (Table 3).
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The evaluation of positions 11 and 25 addylycosylation site of the V3 loop
revealed the absence of basic amino acids at positl, the presence of the amino acid
arginine at position 25 in just one sequence whiak predicted as X4 viruses by the three
genotypic tools, and the lost of tiNeglycosylation site in two sequences, one of them
predicted as X4 and another predicted as R5 lgealbtypic tools (Figure 1).

The GPGQ crown motif at the V3 tip is consehin subtype C virus&&#°
The GPGQ motif was present in 84.9% of the subi@pisolates, of which seven had
amino acid ambiguities at different positions. Thistif was mostly preserved in CCR5-
tropic strains (presenting in 97.2% of them) whempared to CXCR4-tropic strains. The
substitution of glutamine residue for arginine des at GPGQ crown was responsible for
most of X4 motif variation. The association betweBRGR and CXCR4 usage was
statistically significant using WebPSSMsic) (p=0.001) and Geno2pheng, (p=0.006).

The B- GWGR signature was not detected in subg/Eigure 2).

V3 Genotypic Characterization of HIV-1 Recent Seroanverters

The CXCRA4-tropic strains proportion among the pasievith recent infection was
18.7%. All recent seroconverters with subtype Beatibn harbored only R5 viruses, but
one isolate showed features indicative of CXCR4esaet charge of +6 and a lysine at
position 25. Two out of 6 sequences presented GRpRcements (Figure 1). Three of
the 10 recent seroconverters (30%) with subtypaf€ciion harbored X4 viruses. One of
them was classified as X4 by all the predictors lastitheN-glycosylation site. The other

two isolates were predicted as CXCR4-using varibpte/ebPSSMnsic)(Figure 2).
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Discussion

The genetic inference of co-receptor usage proéiled the V3 genotypic
characteristics of HIV-1viral population from Rior&de do Sul, southernmost state of
Brazil, are firstly reported here. Three differginotypic tools widely used were applied
for the characterization of co-receptor usage farbtypes B, C and BC recombinants
strains which are mainly responsible for HIV-1 epitdc in Rio Grande do SGF3 The
higher prevalence of CXCR4-tropic strains foundhiiections caused by subtypes B and C
(thus classified according tenv sequences) were, respectively, 16.2% predicted by
Geno2phengy, and 32.1% predicted by WebPS&Nkicy The X4 proportion among
subtype B viruses is in agreement with other stdienducted on antiretroviral-naive
individuals (15.9% - 16.99%J*. The high X4 prevalence found among subtype C
infections is similar to recent reports from suldyp epidemic in eastern and southern
Africa: antiretroviral-naive AIDS patients from Joinesburg showed 30% of CXCRA4-
using viruse® and treatment-experienced individuals from Maltdwdnd zZimbabw#
exhibited 29% and 35% of X4 viruses, respectiveljhese studies suggest a subtype C
epidemic evolution for CXCR4 usage in that areajlavin other world’s regions this
subtype viruses remain predominantly CCR5-tropscolaserved in Chid France® and
India®®. The central-east African origin of the south Biiam subtype C epidemic, which
was introduced in Rio Grande do Sul around theyek#803* led us to speculate that the
features of the strains triggering the viral eviolmtfor CXCR4 usage in African infections
could be present in isolates from Rio Grande do &uw be responsible for the high
prevalence of X4 viruses among subtype C in ountgu

Several recent studies have reported a good peafarenof the current genotypic

tools to predict the HIV-1 co-receptor usage coragato phenotypic assays, showing
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concordances of 84.5 — 91.4% for WebPS&M ), 69 — 88.6% for Geno2pheno10% and
84.3% for WebPSSMnsic)>?**** R5/X4-Pred demonstrated to have an accuracy of
94% in subtype B tropism predictions and accuraty@7% in subtype C tropism
predictiond®. The WebPSSMsic) tool was developed for subtype C anaffsjsut two
studies assessing genotypic performance for vigigm determination compared to
phenotypic assays reported a high sensibility @3and 100%) yet a relatively low
specificity (81.8% and 86%) of this tool for deiagt CXCR4-using virusé&2° Therefore,
as the X4 proportion among subtype C viruses wasrmned exclusively by the
WebPSSMnsic) tool, the actual prevalence of CXCRA4-tropic stsa@mmong HIV-1
subtype C in south Brazil could be lower than 32.1%this study, no significantly higher
plasma HIV-RNA levels were observed among individuafected with X4 viruses as
compared to individuals infected with R5 virusesgardless of viral subtype. This same
result was reported in studies involving serocoterer drug-naive and antiretroviral-
experienced individuaig***3

Interestingly, sequence analysis of the V3 regiomted to both similarities and
differences among the features of subtype C andrdns. The V3 length was heavily
conserved in both subtype B and C viruses fromrsoat Brazil when compared to V3
sequences from different locations where a lengtiye of 32-37 amino acids has been
describe&*®. A small variability observed among Brazilian V&gsiences was a result of
deletion of the G amino acid at position 24 in taequences and this was related to
CXCR4 usage, in agreement with previous V3 charaetiton studies developed in both
subtype B and C populatidtt. In this study, the potentié-glycosylation site was not
associated with co-receptor usage in both subtypesge the large majority of strains

showed the integrity of this motif.
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The V3 loops of CXCR4-tropic strains have alreadderb associated with an
increased net charge in both B and C subtypE’?> The mean net charge was
significantly higher among subtype B CXCRA4-tropicags where almost all X4 viruses
had a V3 charge of 4. However, among subtype C viruses the meachswge showed
to be higher, although not significantly, in CXCRdpic strains. Nearly 95% of X4
viruses had a V3 charge 6f4, suggesting that an increased number of basiccaatids
at V3 loop was not the driving force for the traimsi from R5 to X4 viruses in this
subtype C population.

The presence of R and K residues at positions d22&rare indicative of Sl viruses
in subtype B. Substitutions with basic residuesthese positions induce changes in
secondary structure at the tip of the loop and weoposed to promote the transition from
a NSl to a SI phenotype™® In accordance with these observations, subtygadved an
association between basic amino acids at thesetiggasiand CXCR4 usage. This
association has also been described for subtyp&uSeg® however, in a study of V3
genetic characterization of subtype C isolates ehpssitions were not necessarily
associated with positively charged residues in CAQRiIng strains even though there was
higher variation at these positions compared to VitGsed. In accordance to these
findings, in this study, none subtype C sequencplayed a basic amino acid at the
position 11, but X4 variants presented increasdostgutions at this position when
compared to R5 variants. The position 25 did nawsHdifferences according to co-
receptor usage.

In the Brazilian subtype B epidemic prevails vatsaharboring GPGR or GWGR
crown motifs. Four main motif variants were found subtype B isolates: the GPGR

tetramer, as expected, was the most prevalent%#3.Being followed by the tetramers
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GWGR (16.2%), GFGR (16.2%), which usually evolvesrf the GWGR sequencésand
the uncommon APGR (13.5%). The GWGR motif prevadeneas intermediate as
compared to the frequencies observed in centralvegion (42-509%Y %% and central
region (6.7%}*, and it is similar to northeast region (18.2%)nir@razif, revealing the
origin diversity of the circulating strains of tdédferent regions. Recently it was suggested
that the GWGR isolates might only have R5 variasht® to constraints on the viral
envelope to use the CXCR4 co-recefftaBimilarly, in this study all GWGR isolates were
predicted as R5 viruses, except the isolate cantpimn amino acid ambiguity at
tryptophan position (W/G). In this case, the X4 mpbigpe could be related to the variant
containing the glycine residue at position 16, Whigas previously associated with the
presence of basic amino acids at sites 11 and #e0¥3 loop (feature of CXCR4-using
virusesf®.

Point mutations in the highly conserved tip of W& loop can alter the virus
phenotyp&'. Interestingly, the GPGR tetramer which is uncomritonon-subtypes B was
related to CXCR4 use in subtype C. It is concewdhbht replacement of GPGQ by other
motifs represent the evolution acquired by HIV isisaver time, which also relates to time
for tropism change from CCR5 to CXCR4 using virusése association between GPGR
and CXCR4 usage in subtype C was observed in stheies and it was speculated that
the arginine at position 18 has a functional rote €©XCR4 usage in subtype C
viruse§?%? In fact, it has been reported that the arginihegasition 18 may induce
CXCR4 usage by increasing the charge or alteriegctinformation of the co-receptor-
ligand site of the V3 loop, while the GPGQ consdraeotif restricts the transition from R5

to X4 viruses in subtype®¢®*’

66



A subtype C-specific change on V3 sequence whickesponds to the insertion of
a glycine and an isoleucine (GI) right before theG& motif position was previously
described in about 30-40% of the X4 subtype C eisuand was associated with CXCR4
usagé®?’ Notwithstanding, this feature was not observedragrsouth Brazilian strains.

Although X4 genotype is normally associated withatted disead8 it has been
detected in recent seroconverféfd*® We found an X4 prevalence of 18.7% among
individuals with recent infection as predicted bg genotyping analysis, this feature being
exclusively identified in subtype C isolates in fhw@sent study. A similar proportion of
CXCR4-using variants (17.2%) was described in Sphut the study population was
mainly composed by subtype B viruses (9%%)A study conducted in 24 male
seroconverters infected with subtype C viruses fi@mbabwe found a prevalence of
12.5%*. To our knowledge, this is the first report ofigthX4 prevalence (30%) among
recent seroconverters carrying subtype C viruses. resence of X4 variants in recent
infection may have implications for antiretrovirdderapy and clinical prognosis, being
associated with a greater decrease in CD4ell count over time and an increased risk of
progression to AID3. It is important to consider that this result abble biased due to
relatively small sample size, lack of confirmatiasing phenotypic assays which are
considered gold standard for HIV-1 tropism assigmmeand possible overestimation of
recent infections by BED as$dy

South Brazilian HIV-1 strains from antiretroviradive individuals exhibited a
significant proportion of CXCR4 usage. The X4 vesswere detected in all subtypes
analyzed (B, C and BC recombinants) and were nrestafent among subtype C infected
patients, including recent seroconverters. Our ifigsl are consistent with previous

observations of subtype-specific differences in HIo-receptor usage. The subtypes B
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and C of HIV-1 Brazilian epidemic displayed a di#fiet combination of features along the
V3 sequence involved on viral evolution for CXCRelage. These observations suggest
that the relation between X4 viruses and both desgaogression and therapeutic answer

for CCR5 inhibitors may be different among subtyBeand C from south Brazil.
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Figures and Tables

V3 Net G2p WebPSSM R5/X4
Cons. B Cc T R P N N N T| R K s 1 H 1 F Y A T G D I I G D I R Q A H Length charge 10%  X4RS(8) Pred
100168 . ThueP B N/S . B . . R G . HIR FIV F B . DIE K . T B B . . B . B . 35 4/5 X4 X4 X4
100443 . . . . . . T . SR L . T . - . . . . DN . . . . Y . 34 35 X4 X4 X4
120483 B E B B . . . B B . R B G A E Q B \2 B B . . K B F B 35 4 X4 X4 X4
100646 . A . B . . B B . R D v B L I YIF . . B E . B B . B B . . . B 35 12 X4 RS RS
100802 . . . . G . B . . B . . B M K B E . B B . B B . . . B 35 4 X4 RS RS
130095 B I B B S B B . . . . v S M ToYIF B . B B . B B . B B K B . . 35 4 X4 RS RS
130129 B . . PITHIUNN SITIA | . B . . . . . PIR YIF B . B B . B B . B B . . B . 35 2-4 RS RS X4
120200 . . . . B B . . . . . . B L FIL B B . . DIEN/K . B . DIN . . B . B B 35 3-6 RS X4 RS
100164 . . . PIL S . B . . B . . S v B B . . . . B . N . . B . B B 35 4 RS RS RS
100197 . . . . G P B . . . P I Fi . . . . E . . . . . . . . . . 35 3 RS RS RS
100426 B . . B N/S T B B B . B B . B B . . HIY B 35 3 RS RS RS
100620 35 3 RS R5 RS
100718 . . . . S E/KIQ . B . DIN . . B . B B 35 3-6 RS RS RS
100827 B . . B B B . B B . . . HP 1M DIAIE B B B B B B . . B B 35 2-4 RS RS RS
110102 . . . . S P B . . . . T L . . . . E . . . . . . K . . . 35 4 RS RS RS
110115 . . . . B B . . . . SIG V HN Fil B B . . . . B . B B B . . B . 35 3 RS R5 RS
110188 . . . . B B . . . . G . B M N 35 4 RS R5 RS
110225 M 35 2 R5 R5 R5
110263 B I B B N/H 35 3 RS RS R5
110266 . . . . G . B . . B . . S F I B B . D Q . WITIVIA B N . . In B . . 35 4 RS R5 RS
110312 . . . . B B . . . . . . HIP 35 23 R5 RS RS
120051 B . . B B . . . . . . . Q M L B B . B E B \2 B B . . . B B B 35 3 RS RS RS
120084 B . . B B B . B B . . . B M L B B v B DIE B B . DIN B . QK B . . 35 35 RS RS RS
120088 . . . . B B . . . . . . HY M FIL B B . . DIN . B B . B B . . . B 35 3/4 R5 RS RS
120159 . . . . S . B . . B . . NT F B . B . . B . B B B K B . . 35 4 RS R5 RS
120202 . . . . . . o KR . . L L . . . E A . . . N . . . . . . 35 4 RS RS RS
120220 B . . B B B . B . R ANE B B B B B B . . B B 35 3/4 RS RS RS
120254 . . . . B B . . . R GID YH AT . B E . B B . B B . . . B 35 23 R5 RS RS
120280 . . . . B B . . . R F E . B . v B B B . B K B . . 35 3 RS R5 RS
120288 | CR TS B B G B B . . . SIG . B M A B B B B B . QKE . . . 35 37 RS RS RS
120300 B I B B G E B B B B B B K B . . 35 4 RS RS RS
120324 . v . B G . B . . R L B B . GIEA . . B . B B B . . B . 35 213 R5 RS RS
120451 . . . . B B . . . . . . S L L B B . . . . B . B B B K B Y . 35 4 RS R5 RS
120579 B . . B B B . B B . . . B L E ™M B B B . B RIK B F B 35 4 RS RS RS
130006 H B B . B B . B B . . B . 35 3 RS RS RS
130035 . I . B . . B B B . G E . B B . B B K B . . 35 4 RS R5 RS
130159 S . B M T DIA DIN 35 35 R5 RS RS

Figure 1. V3 amino acid sequences alignment anatgpit results of subtype B isolates. V3 amino asédjuences from 37
patients infected with HIV-1 subtype B (atv region) were aligned to the consensus sequenceevadwe identifies consensus
amino acid, dash indicates a deletion and slashratys the possible amino acids at each positiba. Highlighted samples
correspond to recent seroconvertéNsglycosylation site is boxed, positions 11 and 26 shaded in light gray and the crown
motif is shaded in dark gray. V3 length indicathe humber of amino acids compounding this regiM8 net charge and
genotype predicted by Geno2phepp(G2p 10%), WebPSSMersE) and R5/X4-Pred are also showed. X4 predictions and
characteristics indicative of X4 viruses are highted in red font.
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v3 Net G2p WebPSSM R5/X4
Cons. C Cc T R P N N N T R K S 1 T F Y A T G D I 1 G D I R Q A H C Lengih charge  10% sinsi(C) pred
110285 . . . . . K . K . T A . E Q 35 3 X4 X4 X4
120231 B . B PIR S . NIY B . B . /L A E \ QK 35 35 X4 X4 X4
120413 B TIA B . G . B B RIS B SIG v B B . DIE R B B . . B B B . . B 35 3/4 X4 X4 X4
120571 B . B . G . B B . T . v I H T K 34 3 X4 X4 X4
110164 B . B . . B . . B T . M v B 35 2 X4 X4 RS
120510 B . B . . B . . B . G \2 F A K 35 4 X4 X4 RS
120523 A . B B . B E B B . . B B B . Y . 35 3 X4 X4 RS
120190 B . RIT . S TIA . B B . B . B B . B T RIG . B HIL . 35 14 RS X4 RS
120228 B . B . N/H B B B . E T B B B . B B B B 35 13 RS X4 RS
100352 A B B B R B DIE B B . B . B B . B B 35 4 RS X4 RS
110113 B ™ A B B N 35 4 RS X4 RS
120258 B . B . SIG . B B . KR A AT I UF CR 35 3/4 RS X4 RS
120453 | cw B B . B B . TIs B KIE TP B B B B . . B B B . B . 35 13 RS X4 RS
120524 . . . . . . . . . E . GR . . . . . . . . . . . 35 13 RS X4 RS
120532 B . B . B B . . . Q A . Fil B . . . B B . B . B . . B . 35 2 RS X4 RS
130162 B . B . N/H . B B . B G YIF B . DN A B B . . B B B . HIY . 35 213 RS X4 RS
130339 . . . . . . . . . KIE SIG TA . . . . . . . . . DN . . . . . . 35 0-4 RS X4 RS
100184 B . B PIH B . B B . KIRIGIE . HQIY . 35 13 RS RS RS
100224 B I . DIGE . B . . B B B . . B 35 3/4 RS RS R5
100285 35 3 RS RS R5
100590 ANE B B . B . B B . B B 35 3/4 RS RS RS
100696 B M B . B . . B B D E B B . B . B K B Y B 35 2 RS RS RS
100742 B . B . N/S A . I DIN B RIK . B HIY . 35 3/4 RS RS R5
100743 B I A . v 35 3 RS RS R5
100751 B . RIK F B . . B B B . . B B B . B . 35 3 RS RS RS
100810 B . B . N/IS A B B B . B DIG B T B DIN B . . B B B 35 35 RS RS RS
100822 B . B . B B . . . KIE DIA B B . DIN B RI QK . HIY . 35 0-6 RS RS RS
100826 B . B . B . B . B E K B . . 35 2 RS RS R5
110224 E B B . E B . . B B B 35 3 RS RS RS
110253 B | B . B . . B B E 35 1 RS RS RS
120067 B . B . B B . . . E 35 1 RS RS R5
120234 B . B . B NIT B B . E A B Y . 35 1 RS RS R5
120257 35 3 RS R5 R5
120263 . DIAG B B . DIN B . . B B B 35 35 RS RS RS
120293 B . B . B B . . . R E B B . . B B B . . B 35 3 RS RS R5
120299 B viIM B . B . B . B KIE DIN B . . . HIY . 35 14 RS RS R5
120366 B . B . N/DIGIS E B B . B . B B . HIY B 35 23 RS RS RS
120367 . . . . . . . . . T . \2 A . . . . . . . . . . . . . . . . 35 2 RS RS RS
120372 B . RIS . B . . B B . . v A . B B . B . B B . N B . . . Y . 35 3/4 RS RS RS
120373 B . B . B B . . . R 35 3 RS RS R5
120385 B . B . . B . . B . . I 35 3/4 RS RS RS
120418 B ThM B . B . . B B E Fi B B . . B B B . . B B B . B . 35 1 RS RS RS
120537 B . B . B B . . . Q . T K B Y . 35 3 RS RS R5
120573 35 3 RS RS R5
120631 . TIKEIA . . B . . B B E HIY B 35 0-3 RS RS RS
120644 B . B . G B B B . QIE . I 35 12 RS R5 R5
130170 B . B . B B . . . KIE TR . E B B . . B B B . . B 35 14 RS RS R5
130234 B . B . B B . . . T E B B . N B . . . B B 35 3 RS RS R5
130270 B . B . . B . . B E K B . . B B B 35 3 RS RS RS
130278 B . B . . B . . B E DIN B . . B B B 35 12 RS RS RS
130320 B . RIT . B . . B B KIE 35 03 RS RS RS
130333 B . B . B B . . . T v . B B . B . B B . N B . . . Y . 35 3 RS RS R5
130348 . B Q 35 2 RS RS RS

Figure 2. V3 amino acid sequences alignment andtgpit results of subtype C isolates. V3 amino asduences from 53 patients
infected with HIV-1 subtype C (anv region) were aligned to the consensus sequencesvdu identifies consensus amino acid,
dash indicates a deletion and slash separatessalippe amino acids at each position. The highdigtgamples correspond to recent
seroconverters\-glycosylation site is boxed, positions 11 and B5shaded in light gray and the crown motif is sthoh dark gray.
V3 length indicates the number of amino acids campling this region. V3 net charge and genotypéipted by Geno2pheng,
(G2p 10%), WebPSSMnsic) and R5/X4-Pred are also showed. X4 predictions emaracteristics indicative of X4 viruses are
highlighted in red font.
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Table 1. Baseline characteristics of the study fadjmun

Total (n=90)

Subtypeenv

B (n=37)

C (n=53)

p value

Male gender, no. (%)
Mean age (years), + SD
Transmission route, no. (%)

53 (58.9%)

22 (59.5%)

31 (®9.5 1.000
35.28 +10.88.97 +9.3535.49 +11.23 0.819

Sexual 87 (96.7%) 36 (97.3%) 51 (96.2%) 1.000
Intravenous drug use 5 (5.6%) 0 (0.0%) 5(9.4% 0.146
Unknown 1(1.1%) 1(2.7%) 0 (0.0%) 0.856
Recente seroconverters, no. (%) 16 (17.8%) 6 (16.2%10 (18.9%) 0.965
Mean plasma HIV-RNA, log copies/mL, £ SD 4.34+®.8 4.44 £+0.91 4.28 £0.83 0.388
SD, standard deviation
Table 2. Distribution of CXCR4-tropic strains amauptypegol/env accordingly to
different genotypic tools.
Subtypeenv *
. Total* B (n=37) C (n=53)
Genotypic Tool (n=90) Subtypepol Subtypepol p value
B BC C C BC B
6 0 0 3 3 1
Geno2Zpheny, 13 (14.4%0) ------- oo
6 (16.2%) 7 (13.2%) 0.924
3 1 0 8 8 1
WEDPSSM 21 (23.3%)f--------z-=mzrmmmmmemmeanen oo
4 (10.8%) 17 (32.1%) 0.036
3 1 0 3 1 0
R5X4-Pred 8 (8.99%0) ---------mm e
4 (10.8%) 4 (7.5%) 0.874

" HIV-1 subtype B co-receptor usage was assesse WWebPSSMirsE and HIV-1 subtype C co-receptor

usage was assessed using WebP$&dk)
" Results are expressed as absolute numbers arehfzages.
" Results are expressed as absolute numbers.
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Table 3. Profiles of R5 and X4 strains classifigdhe different predictors.

Subtype

Characteristic

Geno2phengy,

WebPSSM

R5/X4-Pred

R5 (n=31) X4 (n=6)

X4 (n=4)

R5 (n=33) X4 (n=4) p

Mean viral load, + SD

4.37+0.91 4.79+0.85

Mean net charge 3.87 4.00
Basic aa at positions 11/25 2 3
Recent seroconverters 6 0

4.29+0.70

5.00

4
0

P3

4.39+0.94 4.77+0.55  0.43(

238 4.50 0.224
01 2 3 0.005
6 0 1.0(

Mean viral load, + SD
Mean net charge
Basic aa at position 25
Recent seroconverters

R5 (n=46) X4 (n=7)

X4(n=17)

R5 (n=49) X4 (n=4) p

4.30+0.85 4.14+0.75

3.09 3.43
0 1
9 1

4.28+0.56

341

1
3

4.28+0.83 4.25+0.93 0.94

8 3.0 3.75 0.227
0 1 .07
9 1 1.0(

* HIV-1 subtype B co-receptor usage was assesseq W8ebPSSMyrs gand HIV-1 subtype C co-receptor usage was assessegi\WebP SShsicy
SD: standard deviation. Basic aa at positions 1(32btype B) or 25 (subtype C): indicates the numibesequences with R or K amino acids at thes

positions.

76



3 CONCLUSOES GERAIS E PERSPECTIVAS

O conhecimento do tropismo do HIV-1 e das carasttesis genéticas da algca V3,
principal regido envolvida na determinacdo da eBpelade por co-receptores, €
importante para a compreensdo da historia natusalddenca, uso terapéutico de
antagonistas de CCR5 e predicdo da progressaocetigalaConsiderando que as infeccdes
por HIV-1 no Rio Grande do Sul sdo causadas pretmmemente pelos subtipos B, C e
recombinantes BC, este estudo se propds a analisaso de co-receptores e as
caracteristicas genéticas da regido V3 dessasigaisiccepas circulantes no estado.
Amostras de plasma de pacientes infectados com1Hi®crutados no Projeto Ampliar
entre 2006 e 2008, cujo subtipo viral, baseadeg&o do geneol, era conhecido, foram
selecionadas. Todos os pacientes incluidos nesteloesdo virgens de tratamento
antirretroviral, representando assim a evolucaorahtio virus em relacdo a progresséo da
doenca. O subtipo da regidmv e o tropismo viral foram determinados através de
ferramentas disponiveis na internet, apdés ampiificee sequenciamento da regido V3 do
geneenv.

O perfil do tropismo por co-receptores das cepadidfel do subtipo B se mostrou
semelhante ao descrito na literatura. Ja os isslddosubtipo C apresentaram uma alta
prevaléncia de cepas tropicas por CXCR4, incluilsdtados de pacientes com infecgéo
recente, fato previamente observado somente eitre de algumas regides da Africa. A
origem africana do subtipo C brasileiro nos levaugerir que as mesmas caracteristicas
virais das cepas africanas que estdo promovendeooda CXCR4 pelo HIV-1 sé&o
responsaveis pela alta prevaléncia de X4 obsermadsa regido. A presenca de cepas

tropicas por CXCR4 em individuos com infec¢cdo rézelemonstra a rapida evolugéo do
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virus e esta relacionada com mau prognoéstico dacdo@ueda acelerada da contagem de
células T CDZ4 e risco aumentado de progresséo para AIDS). Ahdioente, a detecgéo
dessas variantes em individuos virgens de tratamantirretroviral tem implicacoes
terapéuticas importantes, diminuindo as opc¢des etapi medicamentosa, ja que
inibidores de CCR5 néo podem ser administradosa@tagores de cepas X4.

A analise da sequéncia da alca V3 revelou caratitert$ similares e divergentes
entre os subtipos B e C. Em ambos os subtiposydamo sitio deN-glicosilacao foi
raramente observada, independentemente do tropisaloe o nimero de aminoacidos da
alca V3 apresentou pouca variacdo. Essa pequeiagd@mde comprimento foi associada
com o uso de CXCR4, em concordancia com os dadoktedatura. A presenca de
aminoacidos basicos nas posicoes 11/25 e elevaga twdal da alca V3 foram associadas
com tropismo por CXCR4 somente no subtipo B. Esssdtados indicam que diferentes
caracteristicas virais estdo envolvidas na evoluggbllV-1 para o uso de CXCR4 entre
subtipos B e C dessa regiao.

A caracterizacéo da regido do tetramero do topal@aV3 revelou a presenca de
guatro assinaturas mais prevalentes entre as depahtipo B e duas assinaturas entre as
cepas do subtipo C. Em concordancia com as dessrigara o subtipo B brasileiro: o
tetramero GPGR foi 0 mais frequente, seguido dodineros B'- GWGR, GFGR e
APGR; e a presenca do tetrdmero B- GWGR foi retemla com tropismo por CCR5.
Entre os isolados do subtipo C, observou-se a |@&esia do tetramero GPGQ, e o
tetrdmero GPGR foi associado com uso de CXCR4rgafioo a hipotese de que a
arginina na posicéo 18 facilita a utilizacdo do @G4C

Este estudo encontrou uma prevaléncia significatvaepas X4 entre individuos

virgens de tratamento antirretroviral do Rio GraddeSul, especialmente entre individuos
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infectados com o subtipo C, o que indica que dsdores de CCR5 devem ser utilizados
cautelosamente nessa populacdo. Esses dados devewnBrmados através de estudos
gue analisem um namero maior de individuos e glizeimh a metodologia fenotipica para

determinacao do tropismo viral, ja que esta é demada padréo-ouro e foi aprovada para

uso na pratica clinica.
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