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RESUMO

O primeiro caso reportado de transmissao vertical do HIV-1 no Brasil ocorreu
em Sao Paulo em 1985, e apesar da disponibilizagdo de medidas preventivas nos
altimos anos, o controle efetivo da transmissédo vertical continua sendo uma das
prioridades da pesquisa e da intervengcdo em saude publica.

Neste estudo avaliamos os niveis de carga viral plasmatica, o subtipo
genético, e a presenca de variantes resistentes aos anti-retrovirais, assim como a
contagem de linfocitos T CD4+ em uma populacdo de gestantes diagnosticadas
como soropositivas para o HIV-1 no momento do parto e discutimos a influéncia
destes parametros na transmisséo vertical do HIV.

Amostras biolégicas de 148 gestantes provenientes das regibes Sul (Porto
Alegre; n=98) e Sudeste (Rio de Janeiro; n=50) do Brasil, colhidas entre Marco de
2000 e Agosto de 2002, foram testadas quanto a carga viral plasmatica (NASBA) e
0s niveis de CD4 (citometria de fluxo). A caracterizacdo molecular do HIV-1 foi feita
por HMAenv e por sequenciamento de nucleotideos das regifes env e pol, visando a
determinacdo do subtipo viral (env/pol), assim como a andlise da resisténcia aos
antiretrovirais (pol). Os bebés foram diagnosticados para a infecgéo pelo HIV por
PCR DNA (Roche) e confirmados pela quantificacdo da carga viral plasmatica
(NASBA).

Considerando os resultados de subtipagem viral com base nas regides
génicas env e pol verificamos que 42 das 50 amostras analisadas do Rio de Janeiro,
36 (86%) apresentaram o perfil Bpo/Benv, 4 (10%) Fpol/Fenv € 2 (4%) Fpr/BrT/Benv.
Quando analisamos as 70 das 98 amostras da regido Sul, verificamos que 15 (22%)
apresentaram o perfil Bpol/Benv, 43 (63%) 0 perfil Cpol/Cenv € apenas uma amostra
(1%) o perfil Fpol/Fenv. Observamos, ainda, perfis pol/env discordantes, sugestivos de
genomas recombinantes como: Cpol/Benv em 4 (6%) amostras, Bpo/Cenv em 3 (4%),
Fpol/Cenv €em 1 (1%), Bpr/CrT/Cenv €m 1 (1%) e Fpr/Brt/Cenv €em 1 amostra (1%).
Observamos, ainda, um caso sugestivo de infeccéo dupla Bpo/B-Cenv.

A presenca de resisténcia primaria aos inibidores da protease foi verificada
em 4 (3,5%) gestantes. Mutacdes acessérias como a M36l, L63P e V77I foram
também encontradas. Em relagcdo aos inibidores da transcriptase reversa tivemos
uma prevaléncia de 5,2% (6 amostras). A ocorréncia da transmisséo vertical do HIV-
1 foi observada em, pelo menos, 17 gestantes incluidas no estudo, sendo 6 do RJ e
11 de PoA. Nao encontramos nenhuma associacdo quando comparamos os dados
de CDA4+, carga viral e subtipo viral entre as méaes transmissoras e as nao-
transmissoras, como também ndo houve transmissdo de variantes resistentes aos
anti-retrovirais.

A presenca de resisténcia primaria nesta populacdo de gestantes virgens de
tratamento indica a ocorréncia da transmissdo de variantes resistentes aos anti-
retrovirais em nosso meio, 0 que representa uma preocupacao para as politicas
publicas de tratamento do HIV/AIDS no Brasil.



Abstract

The first reported case of mother-to-child transmission (MTCT) in Brazil
occurred in Sao Paulo in 1985 and, in spite of the availability of preventive measures
in the recent years, the control of MTCT is still a government public health priority.

In this study the plasmatic RNA viral load, the CD4+ T cells count, the genetic
subtype, and the presence of antiretroviral resistant variants, were determined in a
population of pregnant women diagnosed as HIV-1 seropositive at delivery. The
influence of these parameters in HIV-1 vertical transmission was also evaluated.

Blood samples of 148 pregnant women coming from South (Porto Alegre,
PoA; n=98) and Southeast (Rio de Janeiro, RJ; n=50) Brazilian regions were
collected between March 2000 and August 2002, and tested for RNA viral load
(NASBA) and CD4+ T cells count (flow cytometry). The HIV-1 genetic
characterization (genetic subtype and antiretroviral resistance mutations) was
performed by HMA based on env region and subsequent nucleotide sequencing of
env/pol regions. The babies were diagnosed for HIV-1 infection by PCR DNA
(Roche) and confirmed by RNA viral load assay (NASBA).

Among the 42 samples analyzed from Rio de Janeiro we observed the
following subtype profiles: 36 (86%) Bpol/Benv, 4 (10%) Fpol/Fenv, and 2 (4%)
Fpr/BrT/Benv. Meanwhile, among 70 samples from Porto Alegre, the following profiles
were observed: 15 (22%) Bpol/Benv, 43 (63%) Cpol/Cenv, One (1%) Fpol/Fenv, 4 (6%)
Cpol/Benv, 3 (4%) Bpol/Cenv, 0ne (1%) Fpol/Cenv, One (1%) Bpr/Cr1/Cenv, and one (1%)
Fpr/BrT/Cenv. A suggestive case of double infection Bpo/B-Cenv Was observed. The
presence of primary resistance for protease inhibitors (M461, V82L, and D30N) was
found in four out of 112 pregnant women, indicating a primary resistance prevalence
of 3.5% in our population. Accessory resistance mutations M361, L63P and V771 were
also detected. The presence of resistance for reverse transcriptase inhibitors was
detected in six women, resulting in a prevalence of 5.2%. Seventeen cases of HIV-1
vertical transmission (6 in RJ and 11 in PoA) were detected. No significant difference
in CD4+ T cells count, RNA viral load or viral subtype was observed between
transmitter and non transmitter mothers. Moreover, the vertical transmission of
antiretroviral resistant variants was not verified in our study group.

The presence of primary resistance mutations in these treatment-naive
pregnant women reveals the transmission of antiretroviral resistant variants in our
country, which could represent an important public health problem for the future
policies of antiretroviral treatment of HIV/AIDS in Brazil.
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Introducao

‘A AIDS representa o estagio final de um processo patogénico continuo e
progressivo, iniciando com uma infec¢éo primaria pelo HIV, continuando com uma
fase cronica que geralmente é assintoméatica, levando progressivamente a sintomas
severos e, finalmente, a uma imunodeficiéncia profunda, infec¢des oportunistas e

neoplasias. Fonte: CDC”.

O HIV é o patégeno emergente que causou 0 maior impacto no final do século
XX. Estima-se, atualmente, que cerca de 40 milhdes de pessoas no mundo estejam
vivendo com o HIV/AIDS e que destas, 16,6 milhdes sdo mulheres e 2,2 milhdes séo
criancas com menos de 15 anos. Em 2004, o numero estimado de novas infec¢gfes
em criancas foi de 640.000, e o numero total de mortes chegou a 510.000 em todo o
mundo. Em 2003, metade dos casos de novas infecces no mundo correspondeu a
pessoas jovens entre 15 e 24 anos, com mais de 6.000 novos casos de infec¢éo por
dia. A situacdo é bem mais grave na Africa Subsaariana onde, no final de 2003, 12
milhdes de criancas se encontravam Orfas da AIDS. (ONUSIDA, Boletim
epidemioldgico, 2005 - www.who.ch).

No Brasil, a relagdo heterossexual €, atualmente, uma das formas mais
importantes da transmissdo do HIV/AIDS. O numero de mulheres em idade fértil
infectadas pelo HIV no Brasil representou 86% dos casos de AIDS na populacéo
feminina no periodo de 1980 a 2004. Dessa forma, a incidéncia de gestantes
soropositivas vem aumentando significativamente. Atualmente, o Ministério da
Saude estima que existam aproximadamente 17 mil gestantes HIV positivas no Pais,
este fato reflete, também, no aumento da transmissdo vertical do HIV (Boletim
epidemioldgico PN-DST/AID-MS, 2005 - www.aids.qgov.br).

De acordo com dados do Ministério da Saude, o numero total de casos da

doenca no nosso pais desde 1980 é igual a 362.364. Estes dados apontam que a
epidemia da AIDS em algumas regides esteja em um processo de estabilizacao,
embora mantenha patamares elevados. O numero de casos entre 0s homens
demonstra esta tendéncia a estabilizagdo, no entanto entre as mulheres, o nimero
de casos € o maior desde o inicio da epidemia. A taxa de mortalidade também
aponta para um quadro de estabilidade. Entre os usuarios de drogas injetaveis, o
namero de casos de AIDS vem mantendo a tendéncia de queda observada nos
altimos anos (Boletim epidemiologico — PN-DST e AIDS/MS, 2005).


http://www.aids.gov.br/
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Regionalmente, considerando a taxa de incidéncia da AIDS (numero de

casos/ 100 mil habitantes), o crescimento da epidemia é observado em todas as

regides do pais, exceto no Sudeste, onde ha estabilizagdo com tendéncia de queda.
(Boletim epidemiolégico — PN-DST e AIDS/MS, 2005).

Estimativa de Adultos e Criancas
vivendo com HIV em 2004

Oeste & Central Leste Europa
Europa & Central Asia

America do Norte 610 000 1.4 million
1.0 milhdes [480 000 - 760 000] | [920 000 -2.1 million] | oste Asia

[540 000 - 1.6 milhdes] - 1.1 milhdes
Caribe Norte Africa & Leste [560 000 - 1.8 milhdes]

440 000 540000

[270 000 - 780 000] [230 000 - 1.5 million] Sul'e Sudeste Asia

7.1 milhdes
Africa SubSaariana [4.4 - 10.6 milhdes)

América Latina 25.4 million i
1 .7 milhaes [23.4 = 28.4 million] g;eaala

[1.3 - 2.2 millhdes] [25 000 - 48 000]

5
7

WL

&

#)  Total: 39.4 (35.9 — 44.3) milhdes

N5
%ﬁ!p\é 00003-E-4 — December 2004 World Health

NGO INESEOWIOWORO B Organization

Figura 1: Distribuicdo de adultos e criancas vivendo com HIV/AIDS até o fim de
2004. Figura adaptada do  Boletim  epidemiolégico da  UNAIDS

(http://www.unaids.gov)
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Uma retrospectiva da AIDS e do HIV.

Os primeiros casos de AIDS foram descritos em 1981, nos Estados Unidos
através da observacdo de um surto de pneumonia provocada por Pneumocystis
carini e o aparecimento de um raro tipo de céancer vascular conhecido como
Sarcoma de Kaposi entre jovens homossexuais masculinos previamente saudaveis
(Gottlieb e cols, 1981), transformando-se em uma epidemia que ficou conhecida
vulgarmente por “Praga Gay”. Posteriormente, devido ao amplo espectro clinico de
manifestacbes da doenca o CDC a nomeou de Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (CDC, 1982).

Os sintomas da doenca comecaram a aparecer também entre individuos
submetidos a transfusédo de sangue (CDC, 1982), em hemofilicos (Jett e cols, 1983),
e usuérios de drogas (Jafee e cols, 1983), sugerindo entdo que a transmissédo da
doenca poderia ocorrer por via sanguinea. Posteriormente, 0S mesmos sintomas
foram observados em prostitutas e criangas filhas de méaes infectadas confirmando a
transmisséo sexual (Marmor e cols, 1982) e vertical da doenga (CDC, 1984).

Andlises retrospectivas de casos de pessoas que morreram de doencas,
relacionadas a AIDS foram estudados através da andlise de amostras de sangue e
tecidos congelados armazenados. Entre estes casos, foram identificados os casos
de um marinheiro na Inglaterra, que morreu de AIDS em 1959 (Corbitt e cols, 1990)
e de um marinheiro, sua mulher e sua filha mais jovem, na Noruega, que comegaram
a desenvolver doencas nos anos 60 e morreram todos até 1976 (Froland e cols,
1988), sugerindo que os primeiros casos de AIDS na Europa datam dos anos 50.

No ano de 1983, Barré-Sinousi e cols detectaram a atividade da enzima
transcriptase reversa em cultura de células obtidas a partir do linfonodo de um
paciente que apresentava linfodenopatia, sugerindo que a AIDS poderia ser causada
por um retrovirus, ao qual chamaram de Virus Associado a Linfodenopatia - LAV
(Barré-Sinousi e cols, 1983). As caracteristicas desse virus se assemelhavam
atraves de suas caracteristicas biolégicas, morfologicas e estruturais ao virus HTLV-
Il (Virus da Leucemia de Células T Humanas tipo lll) identificado quase que
simultaneamente pelo grupo de Robert Gallo nos EUA (Popovic e cols, 1984).

Posteriormente, a analise das caracteristicas genéticas e bioldégicas mostrou
se tratar do mesmo retrovirus sendo entdo adotada a denominacédo de Virus da
Imunodeficiéncia Humana ou Human Immunodeficiency Virus (HIV) para o agente
etiologico da AIDS. Em 1986, foi identificado um segundo retrovirus de um paciente

africano, cuja analise molecular mostrou identidade de aproximadamente 50% de
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sua estrutura gendémica com o HIV-1, sendo entdo denominado HIV-2 (Clavel e cols,
1986). Ap6s o FDA (Food and Drug Administration) ter aprovado o primeiro teste de
imunodiagnostico baseado na pesquisa de anticorpos, este foi entdo, largamente
utilizado para triagem sorologica em bancos de sangue e inquéritos epidemiolégicos
em diferentes grupos populacionais para determinacdo da prevaléncia da infeccao
(CDC, 1986).

Em 1987, o grupo liderado por B. Galvao Castro, da Fundagéo Oswaldo Cruz,
isolou o virus pela primeira vez no Brasil (Galvao-Castro e cols, 1987). Isto permitiu
a padronizacdo da técnica de imunofluorescéncia indireta para pesquisa da
soropositividade em doadores de sangue (Galvdo-Castro e cols, 1987).
Posteriormente, comecaram a surgir Centros de Referéncia para diagnostico e
tratamento em todo o Brasil.

No mesmo ano, nos EUA, o FDA aprovou o AZT (zidovudina), o primeiro
medicamento antiviral para o tratamento da AIDS. Em 1994, Connor e cols
mostraram que o AZT reduz em mais de 70% a transmisséo vertical (Connor e cols,
1994).

Em 1996, pela primeira vez em 16 anos de historia da epidemia mundial, o
namero de novos casos de AIDS no Brasil reduziu devido ao sucesso nos esforcos
na prevencdo e aos novos tratamentos anti-retrovirais (Boletim epidemiolégico, PN-
DST/AIDS 1996; Marins e cols, 2003). A partir da introducdo de novos inibidores da
transcriptase reversa e principalmente dos inibidores da protease, culminando no
desenvolvimento da terapia anti-retroviral combinada de alta atividade (HAART -
Highly Active Antiretroviral Treatment), as mortes pela doenca foram reduzidas em
até 20% no Brasil e no mundo (Marins e cols, 2003). Métodos moleculares para
monitoramento dos niveis de carga viral foram desenvolvidos e aprimorados para o
acompanhamento da infeccao e terapia anti-retroviral.

Um estudo em homossexuais cujas amostras de plasma foram colhidas
durante 10 anos, demonstrou que a quantificacdo da carga viral seria um bom
preditor de sobrevivéncia de longo termo, mais significante do que a contagem de
células CD4+, que € o marcador principal para inicio da terapia (Mellors e cols,
1996). Desde entdo, a carga viral se tornou uma peca central de informacéo na
deciséo sobre a estruturacéo e conducao da terapia anti-retroviral.

Durante duas décadas, a epidemia de HIV/AIDS se espalhou por todo o
mundo, principalmente entre os paises em desenvolvimento. Este fato também se

observou no Brasil, onde as grandes metrépoles da regido sudeste do Brasil
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posicionam-se entre as areas mais afetadas pela epidemia da AIDS nas Américas
(UNAIDS, 2002). As taxas de incidéncia de casos de AIDS no Brasil sdo diretamente
proporcionais a distribuicdo populacional dos municipios, ou seja, tanto menor o
tamanho das cidades, maior o aclive das taxas de incidéncia ao longo do tempo,
mostrando que a epidemia teve inicio nos grandes centros urbanos, mas que Sao
estes mesmos centros que detém o menor aumento relativo (Szwarcwald e cols,
2000).

A andlise recente dos numeros da epidemia de AIDS no Brasil, também
chama a atencdo pelo aumento progressivo da incidéncia na regido sul (Boletim
epidemiologico CN-DST/AIDS, 2001) assim como a feminilizacdo, municipalizagéo e
pauperizacao da epidemia na maior parte das regioes.

A origem do HIV

A introdugdo do HIV na populagdo humana teve origem em transmissdes
zoonodticas do virus da imunodeficiéncia simia (SIV - Simian Immunodeficiency
Virus) provavelmente por contato com sangue e secrecdes de animal contaminado
e/ou através de ingestdo de carne contaminada (Hahn e cols, 2000). Um exemplo
desta possibilidade é a estreita relacéo filogenética entre o HIV-2 e 0 SIVsm (sooty
mangabey), o virus da imunodeficiéncia simia encontrado em macacos sooty
mangabey, conhecido como macaco do topete dourado (Gao e cols, 1992).

Com relacdo ao HIV-1 foi bem mais dificil definir a procedéncia da cepa
virulenta responsavel pela atual epidemia de AIDS no mundo. Em 1998, Zhu e cols
analisando amostras de plasma colhidas em 1959 nos EUA e paises da Africa
sugeriram que o HIV-1 foi introduzido em humanos no final da década 40 (Zhu e
cols, 1998). Entretanto em 1999, Gao e cols isolaram de uma espécie de chimpanzé
(Pan troglodytes troglodytes) capturado na Africa um novo virus (SIVcpzUS) que
tudo indicava ser o ancestral do HIV-1 em primatas. Comparando a posicéo
filogenética deste virus com os demais isolados de SlIVcpz, foi observado uma
relacado filogenética mais estreita com o SIVcpzGAB1 e SIVcpzGAB2 do que com o
SIVcpzANT, caracterizando definitivamente esta infeccdo como uma zoonose
transmitida inter-espécies (Gao e cols, 1999).

Em 2000, um estudo realizado por Korber e colaboradores realizando uma

analise filogenética de dados epidemiol6gicos de amostras retrospectivas sugeriu
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gue o primeiro caso de infec¢do pelo HIV-1 ocorreu em 1931 (95% IC - 1915-1941)
no oeste da Africa (Korber e cols, 2000).

Varios fatores contribuiram para a vasta disseminagédo da epidemia como, por

exemplo, viagens internacionais, comercializacdo do sangue, trafico e uso de

drogas, entre outros.

Estrutura do HIV-1

O agente etiolégico da AIDS é membro da familia Retroviridae, género
Lentivirus. O HIV-1 se apresenta na microscopia eletrbnica como uma particula
esférica de aproximadamente 100nm de didmetro contendo um nucleocapsideo
denso sob a forma de bastdo. Como os demais retrovirus, o HIV-1 é um virus
envelopado, seu capsideo é constituido de proteinas internas e nele esta contido
seu material genémico (RNA), além de enzimas necessarias a sua replicacédo. (HIV

Medicine, 2005 disponivel no site www.hivmedicine.com).

A porcao mais externa do virus, o envelope, € formada por uma dupla
camada fosfolipidica proveniente da membrana plasméatica da célula hospedeira
formada a partir do brotamento da particula viral. No envelope estdo inseridas as
duas glicoproteinas de superficie, a gp120 e a gp 41 participando respectivamente
da ligagdo com o receptor CD4 e co-receptores para a entrada do HIV na célula
hospedeira.

Associadas ao material genético do HIV-1, organizam-se mondémeros de duas
proteinas do nucleocapsideo, as proteinas p7 e p9. Na proteina de 7Kd existem dois
motivos estruturais (“zinc finger”) conferindo a proteina capacidade de interagir com
0 RNA viral.

Associadas ao complexo riboproteico p7/p9-RNA encontramos as enzimas
virais necessarias a replicacao viral: transcriptase reversa (TR) 66Kb, responsavel
pela retro-transcricdo, a integrase (34Kb) responsavel pela integracéo do provirus ao
genoma da célula hospedeira e a protease (11Kb), responsavel pelo processamento
de precursores protéicos nas etapas finais da replicacdo (HIV Medicine, 2005).

Envolvendo este complexo ribonucléico encontramos a proteina p24
responsavel pela formacao do capsideo que constitui o “core” cilindrico da particula
viral madura. No espaco entre o “core” e o envelope, encontramos a proteina p17
que por ser mistirilada na sua porgcdo NH2-terminal se associa a parte interna do

envelope estabilizando a estrutura do virion. (Figura 2).


http://www.hivmedicine.com/
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env—gp120 gag—p7/9

pol-p34

Figura 2: Estrutura morfolégica do HIV-1 indicando os principais genes

Disponivel no site: www.AIDS.harvard.edu/research/discoveries.html
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Genoma do HIV-1

O genoma do HIV-1 é constituido por duas fitas de RNA cadeia simples e,
polaridade positiva contendo aproximadamente 9,700 nucleotideos (9,7Kb). Como
todos os retrovirus o HIV possui trés genes estruturais: gag, env e pol e ainda seis
genes acessorios tat, rev, vif, nef, vpr e vpu implicados em fendbmenos de regulacdo
da expressdo de proteinas e replicagdo viral. O genoma do HIV (Figura 3) é
flanqueado por duas regides contendo longas sequéncias repetitivas denominadas
LTR (long terminal repeat). (HIV Medicine, 2005).

As LTRs sdo sequéncias idénticas localizadas nas extremidades 5e 3'do
genoma proviral do HIV integrado ao cromossomo da célula hospedeira. Estes
elementos ndo codificam proteinas, mas sdo essenciais para a regulacdo da
expressao dos genes virais, estando também envolvidos no processo de integracao.
Embora idénticos, os LTRs possuem funcdes diferentes, o localizado na extremidade
5 (5'LTR) regula a expressao dos genes virais enquanto que o do extremo 3’
(3'LTR) é importante para terminacdo da transcricdo. As extremidades LTRs séo
divididas em 3 sub-regides, U3, R e U5 (Freed e Martin, 1994).

O gene estrutural gag € o responsavel por codificar as proteinas estruturais
que compbdem o capsideo viral. Este gene é codificado por um RNAmM que é
traduzido numa proteina 55 kd, a qual é clivada pela protease viral nas proteinas
p24 (capsideo), pl7 (matriz), p7 (nucleocapsideo) e p6 (nucleo) (Welker e cols,
2000; Strack e cols, 2003).

O gene pol codifica uma longa proteina precursora que é clivada também pela
protease viral, dando origem as trés enzimas que se sSituam no core viral: a
transcriptase reversa (RT) que possui atividade de polimerase e RNase H, realiza a
retrotranscricdo do RNA do genoma viral em DNA complementar ou provirus; a
protease (PR), que media a clivagem do precursor gag/pol e outros precursores que
levardo a maturacdo viral; e a integrase (IN), que promove a integracdo do DNA
proviral ao genoma da célula hospedeira devido a sua atividade de DNA ligante (HIV
Medicine, 2005).

O gene env codifica um Unico RNAm, cuja proteina resultante, apés sofrer
glicosilagbes progressivas, origina uma glicoproteina precursora de 160Kd que é
transportada até o complexo de Golgi, onde é clivada por proteases celulares,
gerando duas proteinas a gp120 e a gp41. Apos a clivagem, esse complexo gp120-
gp41, associado de forma nao-covalente, € transportado para a superficie celular,
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onde é incorporado aos virions em brotamento na membrana da célula hospedeira.
(Freed e Martin, 1994).

Tat e Rev sao proteinas reguladoras que se acumulam no nucleo, e ligam-se
a regides definidas do RNA viral. A proteina Tat € um potente activador pos-
transcricional da regido promotora LTR e € essencial para a replicacdo viral na
maioria dos sistemas de cultura in vitro. A Tat e a Rev estimulam a transcricdo do
DNA proviral de HIV-1 em RNA, promovem a elongagdo do RNA, estimulam o
transporte de RNA viral do nucleo para o citoplasma e sdo essenciais para a
traducdo. A Rev é também um fator nuclear de exportacdo importante na troca da
expressdo precoce das proteinas reguladoras pelas proteinas estruturais que sao
sintetizadas mais tardiamente (HIV Medicine, 2005).

O produto do gene vif (fator de infectividade viral) € uma proteina de
membrana de 24 Kd que desempenha um papel nas fases finais da maturacéo viral,
de forma que os virions desprovidos de vif ndo desenvolvem a estrutura conica do
capsideo e sdo menos infecciosos que o tipo selvagem. Esta proteina capacita o
virus a realizar o processo de maturacdo e é importante para 0S mecanismos
intracelulares de transporte dos componentes virais. Os virions deficientes em vif
podem ser transmitidos célula a célula, mas nédo a partir de um meio livre de células.
A Vif parece também afetar a morfogénese viral (revisto por Cullen, 1998).

O gene nef (fator regulatério negativo) codifica uma proteina de 27 Kd, e
possui varias func¢des, pode induzir a sub-regulacdo dos CD4 (Aiken e cols, 1994) e
das moléculas HLA de classe | e Il (Collins e cols, 1998) a partir da superficie das
células infectadas com HIV-1, o que pode representar um mecanismo de escape
importante do virus a um ataque imediato por células T CD8* citotoxicas e para
evitar o reconhecimento pelas células T CD4*. A Nef pode também interferir com a
ativacao das células T por ligacdo a varias proteinas que estdo envolvidas nas vias
intracelulares de transducdo de sinal (revisto por Peter F, 1998). Em macacos
rhesus infectados com SIV, um gene nef intacto era essencial para uma elevada
taxa de producdo de virus e progressdo para a doenca, que esta relacionada a
manutencdo da infeccdo latente, aumentando a replicacdo viral, sendo essencial
para a manutencdo de uma alta carga viral plasmatica.

A proteina Vpr parece ser essencial para a replicagéo viral em células como
0os macroéfagos. A Vpr pode estimular o LTR juntamente com uma variedade de

promotores virais e celulares. Mais recentemente, verificou-se que a Vpr é
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importante para o transporte do complexo de pré-integracdo viral para o nucleo
(revisto por Miller e cols, 1997) e pode reter as células na fase G2 do ciclo celular.

O gene vpu produz uma proteina de membrana de 16 Kd que auxilia na
degradacdo do receptor CD4 e no brotamento das particulas virais recém
produzidas. Atua na eficiéncia da replicacédo viral e provavelmente no processo de
montagem e maturacdo do virus. O HIV-2 possui 0 gene vpx no lugar ao que
corresponderia ao gene vpu do HIV-1 (Freed e Martins, 1994). A Vpu é importante
para o processo de formacdo de vesiculas, uma vez que muta¢cdes no vpu estao
associadas com a persisténcia das particulas virais na superficie da célula
hospedeira. A Vpu é também envolvida quando os complexos CD4-gpl60 séo
degradados no reticulo endoplasmético e por isso permite a reciclagem da gp160

para a formacao de novos virions (Bour e cols, 1995).
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Figura 3: Estrutura gendmica do HIV-1 retirado do Programa HIV Sequence Locator
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Ciclo replicativo do HIV

O primeiro passo para o inicio da infeccdo € a ligacdo da particula viral a
receptores especificos na superficie da célula alvo. Este processo tem inicio atraves
da ligacdo da glicoproteina de superficie gp120 do HIV-1 ao receptor CD4 e co-
receptores CXCR4 e CCR5 da célula hospedeira (Figura 4).

A molécula de CD4 faz parte da superfamilia de imunoglobulinas, sendo um
receptor de superficie celular expresso em uma das subpopula¢cdes de linfécitos T,
em monaocitos, e em outras células como macrofagos, células da micréglia e células
dendriticas. Além de ser um receptor para HIV, o CD4 também participa do
reconhecimento da molécula MHC de classe Il durante o processo de apresentacao
antigénica (Abbas e cols, 2000).

Deste modo poderdo se infectar células do organismo que exibam esse
marcador de superficie em suas membranas. Destacam-se entre essas células, o0s
linfécitos T auxiliadores (CD3+, CD4+, CD8-), por exibirem grandes concentracdes
da molécula CD4 em suas membranas. Outras células infectadas sédo as da
linhagem monocitico-macrofagica, incluindo a micréglia do sistema nervoso central,
as células dendriticas foliculares dos linfonodos e as células de Langerhans da pele.
Observa-se ainda adesdo do HIV a outras células, entre as quais podemos citar
células endoteliais, neurdnios, astrécitos e células M das placas de Peyer intestinais
(HIV Medicine, 2005).

O tropismo celular do HIV-1 baseia-se nos mecanismos envolvidos nas
etapas de invasao de células susceptiveis do hospedeiro (Revisto por Frankel e cols,
1998).

Dois co-receptores foram também identificados, como o0s principais
componentes necessarios para que o HIV se incorpore a célula: o primeiro foi o
CXCR4, que é utilizado principalmente pelos virus linfotropicos e indutores de
sincicio (SI) in vitro e, o segundo, o CCRS5 utilizado pelos virus macrofagotropicos,
nao indutores de sincicio (NSI) (Figura 4).

As quimiocinas MIP-1a, MIP-18 e Rantes séo ligantes naturais para o co-
receptor CCR5, varios grupos demonstraram que o CCR5 €& um co-receptor
necesséario para a infeccdo de isolados monocitotropicos (M-tropicos) de HIV-1
(Deng H e cols, 1996). Isolados M-trépicos sdo classicamente aqueles que

facilmente se propagam em culturas de macréfagos, sdo incapazes de infectar
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linhagens de células T e induzir sincicio in vitro (NSI-non sincicium inducer), mas sao
capazes de infectar facilmente células T primarias de amostras de sangue periférico.

De modo oposto, isolados de HIV-1 com tropismo para células T foram
identificados como sendo aqueles que se propagavam facilmente em linhagens T e
mostravam capacidade de induzir sincicio em células MT-02 (SI-sincicium inducer)
replicavam pouco em macrofagos, mas eram igualmente capazes de infectar com
facilidade células T primarias de sangue periférico (Fenyo e cols, 2000). Assim, € de
notar que tanto as variantes de HIV-1 M-tropicas como as T-trOpicas podem
facilmente infectar in vitro células T primarias humanas.

As quimiocinas, "citoquinas quimiotaticas”, e 0s seus receptores foram
previamente caracterizados tendo em atencdo, o seu papel na promocdo da
migracdo ("quimiotaxia”) dos leucdcitos e da sua actividade pro-inflamatoéria. O SDF-
1 (“factor 1 derivado de células do estroma") foi identificado como o ligante natural
do CXCR4 e é capaz de inibir a entrada de isolados T-trépicos de HIV-1 em células
T CD4" activadas. Rantes, MIP-1a ("proteina inibidora de macrofagos”) e MIP-1(3
representam os ligandos naturais do CCR5 e sédo capazes de inibir a entrada de

isolados M-trépicos em células T (HIV Medicine, 2005).
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Figura 4: Modelo esqueméatico mostrando: isolados T-trépicos de HIV-1 infectam
principalmente células T CD4* activadas do sangue periférico e linhas celulares e
usam o CXCR4 para a entrada em células alvo positivas CD4*. Isolados M-trépicos
sdo capazes de infectar células T CD4*, mondcitos, e macréfagos e dependem do

uso do CCR5 e do CD4 para a entrada viral.
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Apos a ligacao especifica da gp120 a determinados epitopos do receptor CD4
ocorrerdo alteracdes conformacionais na glicoproteina gp120 que promovera uma
interacdo mais eficiente da algca V3 da gpl20 com o respectivo co-receptor. O
processo de fusdo das membranas celular e viral € dependente da ligacdo gp120-
co-receptor. A gp41, como zona transmembranar da proteina do involucro gpl160, é
crucial para a fusdo do virus a membrana da célula hospedeira. Apés a ligacdo da
gpl20 ao CD4, é também induzida uma alteracdo conformacional na gp41l que lhe
permite inserir o seu terminal-NH2 hidrofébico na membrana da célula hospedeira.
(Chan e cols, 1997). A identificacdo das sequéncias de aminoacidos importantes
neste processo foram utilizadas para sintetizar péptidos que se possam ligar a gp41
nos seus dominios que séao criticos para a inducdo de alterac6es conformacionais e
podem inibir a fusdo membranar (HIV Medicine, 2005).

A importancia dos diferentes co-receptores celulares do HIV na infec¢do da
célula CD4 pbde ser demonstrada com a descoberta de que o gendtipo homozigoto
para a delecdo A32 do gene CCRS5 confere resisténcia, embora ndo absoluta, a
infeccdo pelo HIV (Liu e cols 1996) e que o0 gendtipo heterozigoto esta associado
com uma progressao clinica mais lenta (Dean e cols, 1996). O conhecimento do
envolvimento dos co-receptores nos processos de ligacdo e infeccdo do HIV a
célula, abriu novas possibilidades para o estudo e utilizacdo de novas drogas anti-
retrovirais. Uma variedade de novos agentes terapéuticos esta sendo projetada para
bloquear a infeccdo impedindo a entrada e fusdo do HIV com a célula hospedeira
(HIV Medicine, 2005).

A glicoproteina do envelope da superficie do virion, a gp120, consiste em
cinco dominios variaveis (V1-V5) e em cinco dominios conservados (C1-C5)
(Poignard e cols, 2001). Acredita-se que a afinidade da molécula de CD4 pela
gpl120 se da pela interagdo entre os dominios C3 e C4 da gpl120 e do dominio
extracelular da por¢do N-terminal do CD4. Uma vez que o HIV penetrou na célula,
seu material genético (RNA) é liberado no citoplasma da célula hospedeira (Figura
5). O RNA viral é convertido em cDNA, processo chamado de transcri¢cdo reversa,
realizado pela enzima transcriptase reversa. Seguindo-se a transcricdo reversa, um
processo nucleoproteico € rapidamente transportado para o nucleo da célula
hospedeira em um processo mediado pela proteina Vpr (Cohen e cols, 1996). A
acdo da integrase, resulta na integragdo estavel do cDNA do genoma viral no DNA
cromossdmico. Os RNAs virais transcritos sdo expressos a partir do promotor

localizado no &’ LTR e a proteina acessoria Tat aumenta a velocidade de transcrigéo
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(Puglisi e cols, 1992). O conjunto de RNAs transcritos, € entdo transportado para o
citoplasma (Figura 5), onde serdo entdo traduzidos, ou constituirdo novas particulas
virais em um processo regulado pela Rev (Hope, 1997).
Os virions séo inicialmente montados proximos a membrana celular na forma
de particulas imaturas, compostas de um envelope glicoprotéico, RNA genémico e
poliproteinas virais. Apos ou durante o brotamento, as particulas virais passam por
uma modificacdo morfolégica conhecida como maturacdo, que consiste na clivagem
de poliproteinas gag e gag-pol pela protease viral, produzindo as enzimas de
replicacdo e proteinas estruturais do capsideo (Kaplan e cols, 1994). O
processamento das poliproteinas no virion completa o ciclo de replica¢do do HIV, os
virions maduros sdo entdo capazes de infectar outras células (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo das principais etapas do ciclo de replicacdo do HIV,
indicando as etapas alvo dos inibidores da transcriptase reversa e o0s inibidores da
protease. O texto em vermelho indica os alvos dos agentes anti-retrovirais
aprovados pelo FDA, o texto em azul indica os provaveis alvos futuros. Retirado do

site www.medscape.com disponivel na internet.
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Historia natural da infeccao

Durante o curso clinico da infec¢do séo identificadas trés fases bem distintas
(Figura 6). A fase inicial ou infeccdo aguda que pode durar de 4 a 8 semanas sem
sintomas clinicos especificos, onde frequiientemente ocorrem febre, dor de cabeca,
nausea entre outros sintomas comuns a outras doencas virais. Também nessa fase,
h& uma queda no nimero de células T CD4+ no sangue periférico, e a presenca de
niveis elevados de viremia, que pode ser preditivo do inicio do curso clinico da
infeccdo pelo HIV-1, e disseminacdo viral. A quantificacdo do RNA viral é
clinicamente informativa, visto como uma das melhores ferramentas no
monitoramento da infeccdo e também da eficacia do tratamento anti-retroviral
(Katzenstein, 2003).

A regressdo dos sintomas acompanha o inicio de uma segunda fase, a
laténcia clinica também conhecida como fase crénica ou assintomética da infeccgéo,
que pode durar em média 10 anos (Figura 6) ou até que inicie as infeccbes
oportunistas ou quadros clinicos graves e persistentes, caracterizando o
aparecimento da AIDS, a terceira fase da doenca (Pantaleo e Fauci, 1996).

A infec¢do primaria cursa com o desenvolvimento de resposta humoral e
celular aos antigenos do HIV, seguindo-se por um periodo prolongado de laténcia
clinica, o qual geralmente é assintomatico. Diferentes eventos imunolégicos podem
ocorrer nessa fase como, linfécitos CD4 infectados perdem a habilidade de induzir
as células B a secretarem imunoglobulinas, falhando na secre¢do de citocinas tais
como IL-2 Anticorpos induzidos contra a gpl20 expressa em células infectadas
estimulariam a citotoxicidade celular dependente de anticorpo (adcc) contra estas
células, bem como, moléculas de gp120 que circulam livres no sangue se ligariam as
células infectadas que expressam CD4 sobre sua superficie e estas células seriam
lisadas por células da resposta imune (Abbas e cols, 2000).

A histéria natural da infecgdo pelo HIV-1 comecou a ser alterada a partir da
segunda metade da década de 90 com o surgimento da terapia anti-retroviral de alta
atividade (HAART-“High active antiretroviral therapy”). Atualmente, o tratamento da
infeccdo pelo HIV-1, utiliza a combinacdo de pelo menos trés drogas de duas
diferentes classes de anti-retrovirais (Consenso Brasileiro para Terapia Antiretroviral
2005 — www.aids.gov.br). Estas drogas inibem a multiplicacdo do virus, revertendo
quadros clinicos sintomaticos e o estado de imunossupressao observados em

pacientes com AIDS (Marins e cols 2003). Nos individuos assintomaticos, a HAART
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pode impedir a progressdo da doenca, aumentando com isso a sobrevida destes
pacientes e reduzindo as taxas de morbidade e mortalidade associadas a esta
infeccdo no mundo (Osmanov e cols, 2002) e no Brasil (Marins e cols, 2003).
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Figura 6: Cursos clinicos, imunolégicos e viroldgicos da infeccéo pelo HIV-1.

Adaptado de Poignard e cols, 1996.
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Diversidade do HIV

Sabe-se que as taxas evolutivas dos virus RNA sdo consideravelmente
maiores do que aquelas de seus hospedeiros eucaribticos. As razbes que explicam
esta heterogeneidade genética sé@o: a elevada taxa de erro da enzima transcriptase
reversa em conjunto com a alta taxa de geracdo de populacdes virais. O genoma
diploide que favorece eventos de recombinacdo entre os diversos genotipos (Alaeus,
2000), a existéncia de fortes pressdes seletivas exercidas pelo sistema imune e/ou
anti-retrovirais (Ho e cols, 1995; Spira e cols, 2003), além do tropismo e “fitness” viral
(capacidade replicativa do virus), criam um repertorio de formas virais genéticas
heterogéneas nos individuos cronicamente infectados pelo HIV, conhecido como
quasispécies virais (Zhang e cols, 1997).

O “fitness” viral refere-se a adaptabilidade do mesmo em um determinado
meio ambiente, tem relacdo com a capacidade que este virus tem em replicar, ser
transmitido ou infectar as células. Tratamentos sub 6timos ou aderéncia incompleta
a terapia anti-retroviral estdo entre os principais pontos de emergéncia de variantes
resistentes as drogas (Hirsch e cols, 1998). Isto resulta na selecdo de variantes
resistentes com menor capacidade replicativa ou fithess reduzido, no entanto devido
a plasticidade do genoma do virus, mutacdes compensatdrias sdo selecionadas,
levando a um aprimoramento do “fitness viral” (Quinones-Mateu e cols, 2002).

A restauragao da capacidade replicativa do virus (“fitness” viral) esta
associada ao surgimento destas mutacdes acessorias ou secundarias (Hirsch
e cols, 1998), e a natureza compensatdria destas mutacdes € necessaria a
manutencéo da funcionalidade estrutural da protease (Pieniazek e cols, 2000),
levando também ao aumento do nivel de resisténcia fenotipica aos inibidores
da protease (IPs). A presenca de mutacdes nos sitios de clivagem da protease
também constitui um mecanismo de atividade compensatoria, podendo
corrigir a perda de “fitness” viral associada a resisténcia (Mammano e cols,
1998).

O acumulo de multiplas mutacdes pode levar a restauragcdo compensatoria do
“fitness” replicativo dos virus mutantes, que pode chegar ao nivel dos virus
selvagens (Martinez-Picado e cols, 1999), além de promover um aumento do nivel

de resisténcia fenotipica as drogas.
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Classificacdo do HIV

As andlises filogenéticas de numerosas amostras de HIV-1 provenientes de
diversas localidades geogréficas permitiram estabelecer a classificacdo do HIV em
tipos, grupos, subtipos, sub-subtipos e formas recombinantes circulantes (CRFs)
(Robertson e cols, 2000).

Os dois tipos de virus da AIDS, o HIV-1 e o HIV-2 séo diferenciados com base
na sua organizacao gendmica e nas relagdes filogenéticas entre si, e entre 0os outros
retrovirus de primatas. Para o HIV-1 foram descritos trés grupos distintos: M (major),
O (outlier) (Jaffe e cols, 1998) e N (new) (Simon e cols, 1998). Destes, 0 mais
prevalente € o grupo M, responsavel pela atual pandemia, que ainda é subdividido
em pelo menos nove subtipos classificados como A, B, C, D, F, G, H, J, K, além de
dezessete formas recombinantes circulantes (CRFs), tendo como origem a Africa
Central (Kandathil e cols, 2005).

O subtipo F foi inicialmente dividido em trés sub-subtipos F1, F2 e F3 (Triques
e cols, 1999), mas analises posteriores levaram a reclassificacdo do sub-subtipo F3
como o0 novo subtipo K (Triqgues e cols, 2000). Um ano apds, Gao e cols
subdividiram o subtipo A em Al e A2 (Gao e cols, 2001).

A variabilidade genética que distancia as diferentes amostras do grupo M
entre si pode chegar a cerca de 30% para as sequéncias do gene env, cerca de 15%
para as sequéncias do gene gag (Takebe, 2004), e 5% para as sequéncias do gene
pol (Los Alamos, 2004). Ja para os grupos de HIV-1 esta diferenca genética pode
chegar a 35% na sua estrutura.

O surgimento de formas recombinantes pode ser considerado uma
propriedade fundamental dos retrovirus em razdo da natureza dipléide de seu
genoma de RNA e da possibilidade da transcriptase reversa atuar numa ou noutra
fita durante a sintese do cDNA, em células infectadas por mais de uma variante viral
(Robertson, 1995).

As CRFs descritas até o momento sdo: CRF0O1_AE, CRF02_AG, CRF03_AB,
CRFO04_cpx, CRFO05 _DF, CRF06 _cpx, CRFO07_BC, CRF08 BC, CRF09_cpx,
CRF10_CD, CRF11 cpx, CRF12_BF, CRF13 cpx, CRF14 BG, CRF15 01B e
CRF16_A2D. Recentemente, foi identificada em Cuba uma nova forma
recombinante, a CRF18_cpx, apresentando sequéncias dos subtipos Al, F, G, He K
(Thomson e cols, 2005). Para que seja classificada como uma CRF é necessério

gue um virus recombinante seja identificado em pelo menos trés individuos nao
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relacionados epidemiologicamente e caracterizado através do sequenciamento

completo do seu genoma (http://hiv-web.lanl.gov). De uma célula duplamente

infectada pode sair um virus que possua uma fita de RNA de cada virus de subtipos
diferentes gerando um recombinante. Se esta cepa tiver um bom indice de
replicacdo (fitness), ela podera se fixar e se expandir na corrente sanguinea do
individuo infectado e, inclusive, ser transmitida (Barbour e Grant, 2005). A
recombinacdo genética tem sido descrita em todos os niveis filogenéticos: entre
lentivirus de primatas, entre tipos e grupos do HIV-1, entre subtipos e sub-subtipos e
intra-subtipos virais. Esta recombinacdo tem implicacbes importantes para o
entendimento da epidemia do HIV, na patogenia da doencga, na resisténcia as
drogas e no desenvolvimento de vacinas (Peeters e cols, 2000; Rambaut e cols,
2004).

O HIV-2 pode ser dividido em 8 subtipos de A — H. Entre esses virus, 0s
subtipos A e B estéo circulando na populacdo humana em regides africanas e 0s
subtipos de C — H representam apenas descri¢cdes de infecgdes Unicas também em
alguns lugares da Africa, identificadas através da amplificacdo de fragmentos
gendmicos por PCR em amostras retrospectivas procedentes de alguns paises do
oeste africano (Damond e cols, 2004).

O HIV-2 possui aproximadamente 50% de homologia entre as sequéncias de
aminoacidos com o HIV-1. O HIV-2 & menos transmissivel, sendo raramente
transmitidos de mée para filho, estes eventos podem também estar associados com
carga viral mais baixa, queda mais lenta de células T CD4 e maior tempo de
progressdo clinica para a AIDS observada na infeccdo pelo HIV-2. (O’Donovan e
cols, 2000).


http://hiv-web.lanl.gov/
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Distribuicdo dos subtipos no mundo

Os estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV s&o fundamentais para a
compreensao sobre a dindmica da epidemia, com implicacdes no melhor
entendimento da sua transmissibilidade, progresséao clinica, resposta ao tratamento
anti-retroviral e das proprias circunstancias que envolveram o inicio da pandemia.

O grupo M do HIV-1 é prevalente em todo o mundo e agrupa a maioria dos
virus responsaveis pela pandemia de AIDS (Figura 7). Os grupos N e O séo
geograficamente restritos a paises da Africa Ocidental e Central (Yamaguchi e cols
2003). Atualmente, todos os tipos, grupos, subtipos e boa parte das CRFs do HIV
s&o encontrados na Africa (Osmanov, 2002) .

Os subtipos e as formas recombinantes do HIV-1 estdo distribuidos a nivel
mundial mostrando faixas de ocorréncia definidas (Figura 7). Atualmente, o subtipo
C é o0 mais prevalente no mundo, sendo também o responsavel pela expansédo da
epidemia mundial, responsavel aproximadamente pela metade do niumero de novas
infeccdes (Alaeus, 2000).

O subtipo Al € a forma viral mais prevalente na pandemia depois do subtipo
C, seguido pelo subtipo B que mostra uma maior distribuicdo em paises da Europa,
EUA e América do Sul (Osmanov e cols, 2002). Atualmente, a forma recombinante
CRF02_AG foi estimada como sendo a principal forma recombinante do HIV-1
responsavel por novas infecgbes na Africa (Osmanov, 2002). O subtipo A predomina
na Africa Central e tem apresentado um papel crescente também na epidemia Russa
(Bobkov e cols, 2004). Os subtipos B e D sdo os mais préximos do ponto de vista
filogenético e provavelmente derivam de um ancestral comum (Robertson e cols,
1995). Recentemente no estado do Rio de Janeiro, nosso grupo realizou a analise
filogenética de cinco amostras de pacientes infectados com o subtipo D, e chegou a
conclusao de que todas as amostras autoctones apresentavam relacao filogenética
com amostras provenientes da Africa do Sul, mostrando que este subtipo ja se
encontra introduzido e circulante na regidao sudeste do pais (Couto-Fernandez e
cols, 2005).

O subtipo F esta presente no Brasil (Morgado e cols, 1994, Morgado 1998),
Argentina (Campodonico e cols, 1996), Roménia (Apetrei e cols, 1994), Bolivia
(Velarde-Dunois e cols, 2000) e Venezuela (Castro e cols, 2003).

A presenca dos subtipos G e H foi documentada no Gabao, Russia e Uganda

(Janssen e cols, 1997), enquanto que o subtipo J foi encontrado somente na Africa
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Central e o subtipo K na Republica Democratica do Congo e Republica dos Camardes
(Korber e cols, 1995).

Em muitos paises europeus, da América do Sul, América do Norte e Australia
observa-se amplo predominio do subtipo B (figura 7). Na Franca, por exemplo,
apesar a ocorréncia de multiplos subtipos, apenas uma minoria de casos é atribuida
a subtipos ndo-B (Couturier e cols, 2000). Aproximadamente, 12% da pandemia

global do HIV correspondem ao subtipo B (Osmanov e cols, 2002).

Figura 7: Distribuicdo dos subtipos no mundo, retirado e adaptado do site da Rede
de Isolamento e Caracterizagéo do HIV WHO-UNAIDS.
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Diversidade genética do HIV-1 no Brasil

O HIV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1987 pelo grupo de
pesquisas em HIV/AIDS da Fiocruz a partir de um paciente do Rio de Janeiro
(Galvéo-Castro e cols, 1987). A distribuicdo dos subtipos no Brasil € complexa
quando comparada com outros paises da América do Sul. O principal subtipo
circulante é o subtipo B, embora resultados de varios estudos realizados no pais
mostram a presenca dos subtipos C, principalmente no Sul do pais (WHO, 1994;
Loureiro, 1998; Stefani e cols, 2000), subtipo F (Morgado e cols, 1994; Couto-
Fernandez e cols, 1999; Vicente e cols, 2000; Stefani e cols, 2000), subtipo D
(Morgado e cols, 1998?; Couto-Fernandez e cols, 2006), subtipo A (Caride e cols,
2000), além de genomas recombinantes B/F (Sabino e cols 1994, Couto-Fernandez
e cols, 2005) e B/C (Cornelissen e cols, 1996, Guimarées e cols, 2002). Revisto por
Morgado e cols, 2002. Recentemente, houve a primeira descricdo da forma
recombinante africana CRF2_AG no Rio de Janeiro (Couto-Fernandez e cols, 2005).
Estes dados encontram-se sumarizados na figura 8.

Diferencas genéticas e antigénicas tém sido descritas entre os virus do
subtipo B circulantes no Brasil, com a ocorréncia de uma variante do subtipo B
denominada B”, que se difere do subtipo B classico por apresentar um motivo
GWGR no topo da alca V3 da glicoproteina do envelope gp120, ao invés de GPGR
em sua assinatura molecular (Potts e cols, 1993; Morgado e cols, 1994; Covas e
cols, 1998).

A presenca do subtipo C no Sul do Brasil foi detectada primeiramente em
amostras colhidas em um estudo da Organizacdo Mundial da Saude, visando
descrever os subtipos virais em regides onde se planejavam futuros testes de
vacinas (WHO, 1994). Posteriormente, estudos com amostras de Porto Alegre,
obtidas em 1998 (Guimarédes e cols, 2002) e de Rio Grande (de Martinez e cols,
2002) ja evidenciaram uma propor¢ao importante deste subtipo (30%) nas amostras
no sul do pais. Brindeiro e cols em 2003 em um trabalho da Rede Brasileira de
Vigilancia de Resisténcia as Drogas (REVIRE) confirmaram a presenc¢a de uma alta
propor¢cao do subtipo C em estados do sul, e o subtipo F como sendo o subtipo nao
— B mais prevalente no resto do pais de maneira geral (Brindeiro e cols, 2003).

Dados de Soares e cols mostraram que o subtipo C entrou no pais através de

uma introducdo Unica ou através de um grupo de virus geneticamente relacionados,
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pois quando comparados com outros virus do mesmo subtipo formavam um grupo
monofilético (Soares e cols, 2003).

Estudos recentes mostraram variagbes entre subtipos nas taxas de
transmissao vertical, alguns autores sugerem que 0 subtipo materno possa ter um
papel importante na transmissibilidade e na patogenicidade da transmisséo. Existem
evidéncias de que é mais comum que a transmissdo ocorra com o subtipo D do que
com o subtipo A (Yang, 2003), e o subtipo C € mais facilmente transmitido do que os
subtipos D e A (Renjifo, 2003).

Estudos comparando a diversidade genética de isolados virais maternos com
o do recém-nascido indicam que a heterogeneidade viral nestes é bem mais
reduzida, sugerindo a ocorréncia de selecdo de determinadas variantes virais
durante a transmissao vertical (Wolinsky e cols, 1992). No entanto, o papel da

variabilidade genética do HIV-1 na transmissao vertical ndo foi ainda esclarecido.

Epidemiologia Molecular do HIV-1 no Brasil

Updated 2005

Figura 8: Distribui¢cdo dos subtipos no Brasil, retirado e adaptado do site da OMS.



x|

Resisténcia Viral

Um aspecto de grande relevancia analisado neste estudo € a questdo da
resisténcia viral. Considerando que as mulheres incluidas na analise desconheciam
seu “status” sorologico quanto a infecgdo pelo HIV e que, portanto, ndo estavam
sendo submetidas a terapia anti-retroviral, a possivel identificacdo de variantes
resistentes reflete a ocorréncia destas circulando na populacdo. A existéncia de
resisténcia primaria ao AZT podera se refletir na transmissdo de variantes
resistentes ao feto, limitando, assim, o efeito benéfico da droga (Boletim
epidemiologico PN-DST-AIDS, Ministério da Saude, 2004). A utilizacdo da
genotipagem no periodo de gestacdo pode levar a modificacbes nas estratégias
terapéuticas de forma a prevenir a transmissao vertical, uma vez que através desta
metodologia pode-se avaliar a presenca de variantes resistentes apresentando em
seu genoma mutacdes associadas a resisténcia aos anti-retrovirais.

O desenvolvimento de medicamentos anti-retrovirais, capazes ndo somente
de controlar a infeccdo, mas também promover a eliminacdo parcial do virus, assim
como, de vacinas anti-HIV/AIDS, tém sido os objetivos de inUmeros estudos em todo
o mundo. Os anti-retrovirais disponiveis hoje permitem controlar a replicacao viral e
prolongar a vida do paciente, reduzindo os sintomas da doenca e melhorando as
funcdes imunoldgicas (Marins e cols, 2003).

O maior obstaculo para a eficacia a longo termo da terapia anti-retroviral é o
surgimento de variantes do HIV-1 que reduzem a susceptibilidade aos agentes anti-
retrovirais (Shafer e cols, 2003).

As analises genotipica dos virus de diferentes subtipos mostram mudancas
de nucleotideos chamadas mutacdes, que podem ser silenciosas ou levarem a
mudanca de aminoacidos, gerando polimorfismos associados a resisténcia. As
mutacBes nas regibes da transcriptase reversa e da protease implicam na
emergéncia de resisténcia respectivamente aos inibidores da transcriptase reversa
nucleosideos (NRTIs), inibidores da transcriptase reversa nao-nucleosideos
(NNRTISs) e inibidores da protease (Pls) atualmente usados no tratamento da AIDS,
como descritos nas figuras 9 e 10.

Em relacdo aos inibidores da protease além das mutac¢des principais, encontramos
também as mutacOes acessorias relacionadas a resisténcia e ao “fitness” viral. Em
pacientes virgens de tratamento, muitas destas mutacdes ndo conferem resisténcia

as drogas, mas facilitam o desenvolvimento de resisténcia. Acredita-se que estes



xli
polimorfismos pré-existentes podem acelerar o aparecimento de mutacfes de
resisténcia aos NNRTIs em subtipos ndo-B (Spira e cols, 2003).

A resisténcia aos anti-retrovirais € um mecanismo de selecdo natural, com a
pressdo seletiva do meio ambiente em que o virus vive. Na presenca dos anti-
retrovirais, cepas virais mais adaptadas a este meio ambiente vao ser selecionadas
e se expandir. Esta selegcédo acontece muito facilmente no caso do HIV em fung&o do
ciclo dindmico de replicacdo do virus. Levando em consideracéo o indice de erros de
incorporacdo de nucleotideos da transcriptase reversa que nao tem funcao
reparadora (2,7x10° mutages / ciclo replicativo), o altissimo indice de replicagéo do
virus, em que uma pessoa cronicamente infectada e sem tratamento produz e
elimina em média 10 bilhdes de virus diariamente, associado ao tamanho do
genoma viral, que é de aproximadamente 10 mil pares de base. Vemos que todas as
mutacfes possiveis podem ser geradas diariamente ao longo do genoma do HIV-1.
Essa diversidade genética é a grande chave do mecanismo de escape, propiciando
resisténcia in vitro aos anti-retrovirais (Diaz, 2004).

Essa alta taxa de erro da transcriptase e o dinamismo do virus levam a
possibilidade de acumulacdo de mutacdes de resisténcia se a supressao da viremia
nao for completa (Katzenstein, 2003).

O uso expandido de anti-retrovirais na terapia anti-HIV/AIDS tem levado a
uma tendéncia de aumento dos niveis de resisténcia priméaria ao longo do tempo. A
resisténcia primaria € a resisténcia as drogas detectadas em pacientes virgens de
tratamento anti-retroviral. Normalmente, a resisténcia primaria estd associada a
transmissdo de cepas de HIV-1 com mutacdes de resisténcia e implica a
possibilidade de uma menor eficacia por ocasido do tratamento. A resisténcia
secundaria é a resisténcia aos anti-retrovirais decorrentes da pressdo seletiva
exercida pelas drogas, sdo todas aquelas mutagcdes que emergem decorrente da
falha ao tratamento em suprimir a replicacao do HIV-1 (HIV Medicine, 2005).

A enzima transcriptase reversa é essencial para a replicacdo do HIV-1, uma
vez que a expressao das proteinas virais e a progénie viral dependem da conversao
da cadeia simples de RNA em cadeias duplas de DNA e subsequente integracdo do
provirus ao genoma da célula hospedeira. Inibidores da transcriptase reversa, tal
como o AZT, foram um dos primeiros medicamentos anti-HIV, e sdo ainda muito
usados no tratamento de pacientes infectados (Consenso Brasileiro para Terapia

Anti-retroviral, disponivel no site: www.aids.com.br). Inibidores da transcriptase

reversa sao divididos em duas classes: analogos nucleosideos e nao-nucleosideos


http://www.aids.com.br/
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da transcriptase reversa, classificados pela sua estrutura quimica e pela maneira
como inibem a agéo da enzima transcriptase reversa.

A enzima protease do HIV-1 é responsavel pelo processamento poés-
traducional das proteinas virais. Os inibidores da protease se tornaram importantes
agentes farmacologicos no tratamento da infeccéao pelo HIV-1 (Kakuda e cols, 1998),
atuando no bloqueio da producdo de virus infecciosos pelas células infectadas
através da inibicdo da clivagem das poliproteinas precursoras necessarias a
producdo de particulas virais infecciosas. A resisténcia associada a mutacdes no
gene da protease pode ser decorrente de substituicbes de aminoacidos no sitio ativo
ou a uma regido préxima a ele, interferindo, portanto na ligacdo do inibidor devido as
mudancas conformacionais ocorridas ou ainda, de substituicbes de aminoacidos fora
da regido ativa (Miller, 2001). Essas mutacGes podem ser principais (“major
mutations”), ou acessorias ou secundarias (“minor mutations”).

A mutacdo principal € aquela que produz significativa perda de
susceptibilidade ao anti-retroviral que a selecionou. A mutacdo acessoéria ou
secundaria € a mutacdo que emerge normalmente para recuperar o “fitness” perdido
pelo aparecimento da mutacao principal, propiciando uma perda de susceptibilidade
ao anti-retroviral que a selecionou. Um acumulo de grande numero de mutacfes
secundérias pode levar a uma perda de sensibilidade equivalente a proporcionada
pelas mutacdes principais (Shafer, 2002).

Podemos analisar melhor essas mutagfes, tanto primarias quanto
secundarias aos inibidores da protease, assim como, as muta¢des relacionadas aos
inibidores da transcriptase reversa nucleosideos e ndo nucleosideos através das
figuras 9 e 10.

Para entendermos a denominacdo utilizada no site do IAS (“International
AIDS Society”), utilizamos como modelo a figura abaixo, onde a letra indicada acima
da barra indica 0 aminoacido selvagem, o numero indicado dentro da barra indica a
posicdo do aminod&cido, quando este se encontra em negrito indica que apresenta
uma mutacao principal. A letra que se encontra abaixo da barra indica a substituicéo
do aminoacido. No exemplo abaixo temos uma mutacdo na posi¢ao 90 da regido da

protease onde houve a substituicdo de uma leucina por uma metionina.
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Figura 9: Representacdo das mutacfes de resisténcia aos Inibidores Nucleosideos
da Transcriptase Reversa (NRTIs) e Nao Nucleosideos (NNRTIs). Adquirida atraves

do site: http://www.iasusa.org Topics in HIV Medicine, 2005
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Figura 10: Representacdo das mutacdes de resisténcia aos Inibidores da Protease

(PlIs). Adquirida através do site: http://www.iasusa.org Topics in HIV Medicine, 2005
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Feminizac&o da epidemia e Transmisséo Vertical

A transmissao vertical, também denominada materno-infantil, € a principal via
de infeccdo pelo HIV em criancas, sendo responsavel no Brasil, por mais de 83,6%
do total de casos de AIDS em menores de 13 anos (Boletim epidemiologico, PN-
DST/AIDS-MS, 2004). Nesta questéo é fundamental uma andlise inicial da epidemia
atual da AIDS entre as mulheres.

Os indicadores epidemiol6gicos mostram que o padrdo de transmissdo da
AIDS vem mudando no Brasil. O aumento do numero de casos associados a
subcategoria de exposicao heterossexual, verificado principalmente a partir de 1991,
fez-se acompanhar de uma propor¢céo cada vez maior de mulheres, constatada na
reducdo da razéo de sexo, que atinge gradualmente, 3:1 entre 1993 e 1996, 2:1 em
1997, e 1,5: 1 em 2004. Dos 362.364 casos acumulados de AIDS no Pais,
notificados ao Ministério da Saude de 1980 a 2004, 111.314 ocorreram em mulheres
(30,7 %) (Boletim epidemiologico, PN-DST/AIDS-MS, 2004 - www.aids.gov.br). Em

Dezembro de 2004, as mulheres contabilizavam 47% de casos de pessoas vivendo

com AIDS no mundo, e 57% s6 na Africa Subsaariana. (www.avert.orq)

Embora, no geral o nimero de casos no sexo masculino seja bem mais
elevado do que no sexo feminino, a tendéncia de crescimento dos casos nas
mulheres vem sendo mais rapido. Esse fenbmeno, denominado de "feminizacao" da
epidemia, € acompanhado por um nimero cada vez maior de criangas expostas ao
virus durante a gravidez, o parto e amamentacdo. A participacdo de usuarias de
drogas injethveis nesse novo padrdao de transmissdo sexual é acentuada,
particularmente nas regiées Sudeste e Sul do Pais (Szwarcwald e cols, 2000).

A maioria das mulheres soropositivas para o HIV-1 se infecta através de
relacdes heterossexuais. Aparentemente, as mulheres sdo mais susceptiveis a
infeccdo do que os homens nesse tipo de relacdo (Cohen e cols, 1998), sendo um
dos principais fatores do crescente aumento no nimero de mulheres infectadas, que
de acordo com o CDC, chega a 60% das infec¢des entre jovens de 15 a 24 anos no
mundo.

Outro fator de extrema importancia é o fato de que em algumas sociedades a
mulher ndo pode escolher seu marido ou parceiro sexual, e tendo o homem o
dominio familiar, elas ndo podem insistir no uso ostensivo do preservativo, anulando

assim qualquer chance de se protegerem (www.avert.org).
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Algumas outras questdes importantes, que podem representar barreiras na
adesdo ao acompanhamento médico, como o papel da mulher como provedora da
familia, ou o medo de revelar-se como HIV+ ao parceiro, parecem afetar
desproporcionalmente a populacdo feminina (Zorrilla e cols, 2000).

A pobreza é uma das causas mais comuns da prostituicdo, que também
favorece a transmisséo do HIV. As profissionais do sexo fazem parte de um grupo
de alto risco e, no intuito de conseguir dinheiro para seu sustento e/ou de seus filhos
ou parceiros, muitas mulheres, com medo de perder o cliente, ndo insistem para que
estes usem preservativos. Isto significa que ndo s elas correm o risco de se
tornarem infectadas com HIV, mas também se ja forem infectadas, de transmitirem o
virus para seus clientes, e estes o transmitirem para suas parceiras estaveis
(www.avert.org). Além disso, estas mulheres s&do altamente discriminadas
dificultando seu acesso aos servicos de saude. Esta estigmatizacdo aumenta mais a
vulnerabilidade deste grupo. Outro fato bastante comum é o estupro, que é uma
experiéncia devastadora para qualquer mulher, e também carrega o risco de
infeccdo pelo HIV. A violéncia sexual contra a mulher € mais comum em algumas
partes do mundo do que em outras (www.avert.org). A Africa do Sul, por exemplo,
tem uma das maiores taxas de violéncia sexual, acoplada com alta prevaléncia do
HIV. Em algumas partes do continente africano existe uma crenga que se um
homem infectado tiver relagcdes sexuais com uma virgem, ele se cura da doencga; isto
leva ao aumento de casos de estupro em jovens mulheres e criancas
(www.avert.org).

Em 1994, os resultados do Protocolo 076 do AIDS Clinical Trial Group

(PACTG 076) evidenciaram uma reducédo de 67,5% na transmissao vertical com o

uso da zidovudina (o AZT) durante a gestacao, trabalho de parto e parto e pelos
recém-nascidos que foram alimentados exclusivamente com férmula infantil (Connor,
1994). O recém-nascido deve receber solucdo oral de zidovudina nas primeiras 2
horas ap6s o nascimento, devendo ser mantido durante as primeiras seis semanas
de vida (42 dias).

O crescimento da epidemia na populacdo feminina em idade fértil e a
comprovacgdo de que a zidovudina pode reduzir significativamente a transmissao
vertical do HIV, levaram o Ministério da Saude a estabelecer a prevencdo da
transmissao vertical do HIV como um de seus principais objetivos e a disponibilizar a
zidovudina oral e injetavel na rede publica de servigos de saude, garantindo assim, o

acesso de todas as gestantes infectadas pelo HIV e seus filhos ao esquema de
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tratamento utilizado no protocolo PACTG 076 (Ministério da Saude, 1997). No
mesmo ano, o Ministério da Saude passou a recomendar que o teste anti-HIV fosse
oferecido a todas as gestantes durante o pré-natal, independentemente da
identificacdo de fatores de risco, sempre acompanhado de aconselhamento pré e
poOs-teste. Apesar desta recomendacéo, a identificacdo de gestantes infectadas pelo
HIV durante o pré-natal tem sido especialmente dificil, estima-se que em 1998, na
regido Sudeste, apenas 50% das gestantes eram testadas durante o pré-natal
(Santos e cols, 1998). Atualmente, de acordo com dados do Ministério da Saude,
essa taxa subiu para 75%, embora a introducdo da terapia combinada para a
profilaxia da transmissdo vertical ja tenha sido implantada no nosso pais (Ver

consenso adulto para tratamento anti-retroviral disponivel no site: www.aids.gov.br).

Considerando-se que os medicamentos anti-retrovirais estdo amplamente
disponiveis no pais, a identificacdo precisa da gestante infectada constitui-se ainda
hoje na principal barreira para a prevencdo da transmisséo vertical do HIV. No
entanto, apesar de todas essas dificuldades nos ultimos anos, a incidéncia de casos
de AIDS em criancas vem decrescendo progressivamente em nosso pais (Ministério
da Saude, 2005).

A taxa de transmisséo vertical do HIV, sem qualquer intervencao situa-se em
torno de 20% (Connor, 1994). No entanto, diversos estudos publicados na literatura
demonstram a reducéo da transmissao vertical do HIV para niveis entre 0 e 2% com
0 uso de anti-retrovirais combinados, com a cesariana eletiva e quando a carga viral
€ menor do que 1.000 copias/ml ao final da gestacdo (Ministério da Saude, 2005).
Nos paises desenvolvidos, a ampla implementacdo de interven¢des para a reducao
da transmisséo vertical do HIV, incluindo também a substituicdo do aleitamento
materno, resultaram na reducao significativa da incidéncia de casos de AIDS em
criancas (CDC, 2000).

O Ministério da Saude passou a disponibilizar, a partir de 1999, testes para o
diagnostico rdpido da infeccdo pelo HIV, direcionados principalmente para a
populacdo de gestantes com situacdo sorologica para o HIV ainda néo definida, ou
seja, mulheres que nédo foram testadas durante o pré-natal ou que apesar de
testadas, desconhecem seu resultado (Resolu¢cdo do Ministério da Saude em
novembro de 2002, através da portaria n°® 2104/GM). Em um estudo conduzido no
Brasil (Veloso e cols, submetido 2005) avaliaram a aceitabilidade do teste rapido em
uma populacdo de gestantes do Rio de Janeiro e de Porto Alegre, que

desconheceram seu status sorologico para o HIV no momento do parto. As
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gestantes eram avaliadas quanto a infeccdo pelo HIV e, no caso de positividade,
recebiam AZT endovenoso e seus bebés eram tratados com AZT oral nas primeiras
semanas de vida.

Em geral, a maior parte dos casos de transmissdo vertical do HIV
(aproximadamente 65%) ocorre durante o trabalho de parto e no parto propriamente
dito, e os 35% restantes ocorrem intra-Gtero, principalmente nas ultimas semanas de
gestacdo (Kalish, 1997) e através do aleitamento materno (Dunn, 1994) que
representa risco adicional de transmissao de 7 a 22% (Bobat, 1997).

A patogénese da transmissdo vertical do HIV esta relacionada a multiplos
fatores, entre eles, caracteristicas mais ligadas ao virus, como a carga viral, o
fendtipo, o gendtipo e a amplitude da resposta imune humoral e celular poderiam
favorecer ou restringir a transmissao vertical do HIV. Fatores maternos, incluindo
estado clinico e imunoldgico, presenca de DSTs e outras co-infeccbes, 0 estado
nutricional da mulher e o tempo de uso de anti-retrovirais na gestacdo sao
importantes na transmisséo vertical (Lallemant e cols, 2000; Jodo e cols, 2003).

A maioria das criancas nascidas de mées infectadas néo se infecta gracas a
uma série de fatores que influenciam a transmissdo materno-fetal, alguns destes
revistos por Bongertz (2001). A presengca de outras doengas sexualmente
transmissiveis, fatores comportamentais como, uso de drogas e pratica sexual
desprotegida, desnutricdo, condicbes do parto, amamentacéo, e fatores inerentes ao
recém-nascido, tais como prematuridade, baixos pesos ao nascer e fatores
relacionados ao aleitamento materno, também contribuem, e estdo potencialmente
associados com a transmissao do HIV. A presenca de delecao do co-receptor CCR5
(CCR5A32) e de determinados alelos de HLA, poderiam conferir alguma protecao
(Bongertz, 2001).

A carga viral elevada e a ruptura prolongada das membranas amnidticas séao
reconhecidas como os principais fatores associados a transmissao vertical do HIV
(Minkoff, 1995; Thea, 1997; Shaffer, 1999). A carga viral nas secre¢cfes cérvico-
vaginais e no leite materno tem-se mostrado um importante determinante de risco de
transmissao intraparto e pela amamentacao (Chuachoowong, 2000).

Os bebés nascidos de maes HIV positivas terdo anticorpos para HIV no
momento do nascimento, uma vez que 0s anticorpos IgGs atravessam a placenta,
com isto o diagnostico sorologico destes bebes sé pode ser realizado
conclusivamente apos 18 meses de vida (Recomendacdes para profilaxia da

transmissao vertical do HIV e terapia anti-retroviral em gestantes, MS). Para
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diagnostico precoce da infeccdo em bébes, geralmente sdo utilizados ensaios para
diagnostico molecular baseados na amplicacdo do DNA através da técnica da PCR,
uma vez que sdo mais sensiveis. E em casos positivos, confirma-se este diagnéstico
através da analise do RNA viral.

Com base nas diferencas epidemioldgicas e nos cenarios virologicos distintos
observados entre as duas regides (Sul e Sudeste) do Brasil, o presente trabalho tem
por objetivo avaliar a distribuicdo dos subtipos virais nas gestantes provenientes das
duas regides, assim como, a ocorréncia de resisténcia primaria aos anti-retrovirais. A
possivel associacdo entre estes parametros e a transmissao vertical € também

discutida neste trabalho.



Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar a distribuicdo dos subtipos virais e a ocorréncia de mutacoes
associadas a resisténcia aos anti-retrovirais em uma populacdo de gestantes
identificadas como soropositivas para o HIV no momento do parto e discutir as
implicacbes desta diversidade genética na transmissédo vertical em pacientes de
duas regides geogréficas do Brasil.

Obijetivos Especificos

1. Avaliar a distribuicdo dos subtipos de HIV-1 nas amostras de gestantes
colhidas nas regides geograficas do Sul (Porto Alegre - PoA) e Sudeste (Rio

de Janeiro - RJ) do Brasil;

2. Avaliar a possivel associacdo entre subtipo viral e transmisséo vertical do

HIV-1 na populacéo;

3. Avaliar o perfil de resisténcia aos anti-retrovirais na populacdo de gestantes

positivas para a infeccéo pelo HIV-1.



Metodologia

Durante Marco de 2000 a Agosto de 2002, o grupo de pesquisa do
Laboratorio de AIDS e Imunologia Molecular da Fundacdo Oswaldo Cruz, em
cooperacdo com pesquisadores do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas
IPEC/Fiocruz, e da parceria internacional com a Universidade da Califérnia (UCLA,
EUA), conduziu um estudo multicéntrico focalizando duas regides brasileiras
(Sudeste e Sul), afetadas de forma diferenciada pela epidemia de HIV/AIDS. Este
estudo, denominado “Projeto Teste Rapido”, aprovado pelo comité de ética em
pesquisa (CEP-168/02), teve por objetivos: (a) avaliar o uso dos testes rapidos para
deteccdo de anticorpos anti-HIV em gestantes admitidas para o parto, (b) avaliar a
prevaléncia de infeccdo pelo HIV-1 e o perfil imunologico nestas gestantes, (C)
determinar a viabilidade do inicio da terapia com AZT para gestantes e seus recém-
natos nas primeiras horas de vida e (d) monitorar a transmissao vertical do HIV
através do estabelecimento do diagnéstico precoce da infecgdo pelo HIV nos recém-
natos por PCR HIV-DNA (Roche).

A fim de facilitar a compreensédo dos resultados apresentados nesta tese,
apresentamos uma breve descricdo do projeto original, a partir do qual selecionamos

as amostras bioldgicas incluidas na presente analise.

Descrigao do protocolo “Teste Rapido” (IPEC/FIOCRUZ-UCLA)

Um total de 5.213 gestantes ndo testadas previamente, que ndo haviam
realizado pré-natal ou sem informacgao sobre seu status quanto a infec¢édo pelo HIV,
aceitaram participar do estudo. Todas as gestantes foram submetidas ao teste
rapido Determine ™ HIV1/2 (Abbott, EUA) para deteccédo da infeccdo pelo HIV,
seguindo-se de confirmagdo sorologica nos casos positivos de acordo com o
fluxograma proposto pelo Ministério da Saude (PN-DST /AIDS, 2005).

Para a confirmacdo da infeccdo pelo HIV-1 nas criancas nascidas de maes
soropositivas foi utilizado o teste PCR-DNA (Amplicor v.1.5, Roche), obtido por

colaboragéo externa (Universidade da Califérnia, USA).



As instituicdes envolvidas foram:

- No Rio de Janeiro: Hospital dos Servidores do Estado, Hospital Geral de Nova
Iguacu, Hospital Estadual Rocha Faria, e Maternidade Praca XV;

- No Rio Grande do Sul: Hospital Conceicdo, Hospital da Santa Casa de

Misericordia, e Hospital Fémina.

O recrutamento das participantes foi feito no momento da entrada da gestante
a uma das maternidades participantes do estudo. Apdos breve explicacdo sobre a
epidemia da AIDS, a possibilidade de prevencédo da transmissao vertical, e sobre o
estudo, as mulheres que decidiram serem voluntarias, receberam um termo de
consentimento, para que fosse lido e assinado autorizando a sua incluséo e de seu
filho no estudo.

ApOs a realizacdo do teste rapido e posterior confirmacdo sorologica da
infeccdo pelo HIV-1, amostras de sangue das mulheres com resultados positivos
foram imediatamente coletadas e estocas para nossa analise, proposta nos objetivos
ja descritos.

O resultado do ELISA encontrava-se disponivel antes da liberacdo da
maternidade. A coleta da segunda amostra conforme fluxograma do Ministério da
Saude para afastar a possibilidade de erro, foi realizada no ambulatério durante a
primeira consulta ap6s o parto. Estes exames soroldgicos foram realizados pelos
préprios servicos incluidos no estudo.

O tratamento com AZT injetdvel nas mulheres positivas foi iniciado
imediatamente apos o diagndstico, de acordo com as recomendacdes para profilaxia
da Transmisséo Vertical do HIV e Terapia Anti-retroviral em Gestante (Consenso
Terapia Adulto, PN-DST e AIDS / Ministério da Saude, 2004). O AZT xarope foi
administrado para o recém-nascido nas primeiras 2 a 8 horas apds o nascimento,
prolongando-se até a 62 semana de vida, conforme o Guia de Tratamento Clinico da
Infeccdo pelo HIV em Criancas (Consenso Terapia Pediatrica, PN-DST e AIDS /
Ministério da Saude, 2005).

Todos os bebés nascidos de mulheres identificadas com sorologia positiva
para o HIV-1 tiveram o sangue colhido nas primeiras 48 horas ap0s 0 nascimento,

para o diagnostico precoce da infeccéo pelo HIV através do HIV DNA PCR (Roche),
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permitindo a identificacdo dos bebés que se infectaram durante a gestacao e,
portanto antes da intervencdo medicamentosa com o AZT. Este exame foi
posteriormente repetido com 04 e 08 semanas de vida.

As mulheres com sorologia positiva para o HIV foram aconselhadas a nao
amamentar de acordo com a conduta padrdo adotada pelo Ministério da Saude
Brasileiro. O leite artificial foi fornecido as mulheres sem qualquer custo até pelo
menos o0 6° més de vida do bebé. Todos os pares de méae-filho foram acompanhados
em servi¢os especializados no acompanhamento de pacientes infectados pelo HIV e
criancas expostas perinatalmente ao HIV.

Em relacdo as mades, foram obtidos 10 ml de sangue em tubo sem
anticoagulante, visando a obtencéo de soro, e 2 tubos de 5ml de sangue com EDTA,
visando a realizacdo do hemograma, fenotipagem das subpopulacdes de linfécitos T
CD3*/CD4* e CD3*/CD8* por citometria de fluxo, preparo de leucdcitos para
extracdo de DNA para avaliacdo do subtipo viral, e da presenca de resisténcia as
drogas. Aliguotas de plasma foram estocadas para a avaliagdo da carga viral.

Dos recém-nascidos, foram obtidos cerca de 3-5mL de sangue em tubo
contendo EDTA de forma a realizar o hemograma e a fenotipagem das
subpopulacdes de linfécitos T CD3*/CD4* e CD3*/CD8*, preparar o sedimento de
leucécitos para extracdo de DNA para realizacdo da PCR, e separar 1-2 aliquotas de
plasma para a quantificacdo de carga viral. Além desta primeira coleta no periodo de
48hs apds o nascimento, foram feitas duas coletas adicionais de sangue dos bebés
com 4 semanas (1 més) e com 8 semanas (2 meses), seguindo 0 mesmo protocolo
descrito, de forma a avaliar 0 momento em que ocorreu e confirmar a infecgao pelo
HIV-1.

Todas as amostras de sangue das gestantes e dos bebés incluidos no estudo
dos servicos clinicos do estado do Rio de Janeiro foram trazidas para o Laboratorio
de AIDS & Imunologia Molecular (LAIM), I0C / Fiocruz, para realizacdo dos testes
laboratoriais e estocagem de todos os espécimes a - 70°C.

As instituicdes colaboradoras localizadas fora do Rio de Janeiro fizeram o
processamento do sangue localmente, (fenotipagem de linfocitos T CD4+ e CD8+ e
preparo de pellet de leucdécitos) e estocaram os espécimes a -70°C até o envio para
o LAIM. O envio destas amostras foi realizado em embalagens préprias contendo
gelo seco, através de empresas registradas logo apds a coleta das mesmas.

Para este estudo foram selecionadas inicialmente amostras bioldgicas de 153

mulheres incluidas no Estudo do “Projeto Teste Rapido”, sendo 51 gestantes do Rio
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de Janeiro e 102 provenientes de Porto Alegre, diagnosticadas como soropositivas
para o HIV no ambito do projeto e seus respectivos bebés, acompanhados pelo
diagnoéstico molecular para caracterizagéo da infeccdo pelo HIV.

Posteriormente, durante nosso estudo pudemos detectar alguns resultados
sorologicos falso-positivos em algumas amostras de gestantes. ApOs confirmacéo
do status soroldgico, cinco gestantes foram retiradas do estudo, uma do Rio de
Janeiro e quatro de Porto Alegre, resultando num total de 148 gestantes sendo 50
(34%) gestantes do Rio de Janeiro e 98 (66%) provenientes de Porto Alegre, que

foram definitivamente incluidas neste estudo.

Imunofenotipagem das subpopula¢des de linfécitos T CD3*/CD4* e CD3*/CD8*

por citometria de fluxo

Todas as amostras de sangue das gestantes coletadas nos hospitais
localizados no Rio de Janeiro foram analisadas para imunofenotipagem das
subpopulacdes de linfécitos T CD3*/CD4* e CD3*/CD8* por citometria de fluxo apos
a coleta. Foi empregada a técnica de marcacao tripla com anticorpos monoclonais
especificos para as moléculas CD3, CD4 e CDS8 ligados, respectivamente aos
fluorocromos PerCP, FITC e PE (Tritest, Beckton-Dickson BD, San Diego, USA).
Foram utilizados 100ul de sangue total de cada amostra, com 10 ul do monoclonal.
O citdmetro utilizado foi 0 modelo XL-MCL da Coulter.

Para as amostras provenientes de Porto Alegre, tivemos a informacgao
somente de dois hospitais envolvidos no estudo, impossibilitando assim a avaliagéo
completa das gestantes incluidas na regido sul. Alguns dos resultados de contagem
de células T CD4+ obtidos foram enviados posteriormente para o nosso laboratério.

A metodologia utilizada foi a mesma para as amostras do Rio de Janeiro.

Carga Viral

O método utilizado para quantificacdo da carga viral plasmatica foi o teste
NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification — Nuclisens — BioMeriuex), um
teste que consiste de uma reagdo de amplificacdo isotérmica de acidos nucléicos
gue ocorre a temperatura de 41°C. A metodologia baseia-se na atividade simultanea
de trés enzimas: AMV-RT, RNase H e T7 RNA polimerase e leva a amplificacdo da
regido correspondente ao gene gag do genoma do HIV-1. O limite de deteccdo do
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teste € de 80 copias de RNA viral/ml. Todos os procedimentos foram realizados

segundo o manual de instru¢gbes que compde o kit.

Extracdo do DNA

O DNA genémico foi extraido a partir de 200ul de sangue total utilizando o Kit
MiniPrep de extracdo de sangue utilizando colunas da Quiagen, (QlAamp DNA
Blood Mini Kit — Quiagen Inc., Valencia, CA, EUA), seguindo as orientacbes do

fabricante. O DNA foi estocado a -20°C até o uso.

Analises estatisticas

Utilizamos o programa INSTAT 2 para avaliar a taxa de transmissibilidade do
HIV-1 de mée para filho. Analisamos inicialmente se houve diferenga estatistica
significante entre as mulheres com presenca de variantes resistentes aos anti-
retrovirais e as mulheres que ndo apresentavam estas variantes. Para tal utilizamos
os testes de Mann-Whitney, qui-quadrado e Fisher.

Para os céalculos de mediana com intervalos de 95% utilizamos o teste de
Mann Whitney.

Aspectos éticos

O projeto do Teste Réapido foi aprovado pelos Comités de Etica em pesquisa
local e também pelo CONEP n° 168/02. No termo de consentimento esta anexada a
informacéo sobre a utilizacdo do sangue coletado para a realizacdo dos estudos
planejados para o projeto.

O projeto atual foi submetido aos comités de ética locais e posteriormente a
CONEP, tendo em vista que no projeto anterior os estudos que fizemos néo estavam
previstos e ndo constavam no termo de consentimento livre e esclarecido. Foi entédo
criado o Termo de Consentimento Modificado para utilizacdo das amostras

biolégicas.
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Caracterizacdo molecular dos subtipos virais

. gene do envelope

Para identificacdo dos diferentes subtipos virais, utilizamos uma técnica que
avalia a mobilidade dos heteroduplex (Heteroduplex Mobility Assay - HMA) formados
a partir de produtos genémicos amplificados pela técnica de "nested" PCR descrita
por Delwart e cols em 1993. Amostras de DNA proviral das mulheres positivas para
o HIV-1 foram amplificadas por PCR, primeiramente empregando-se um conjunto de
oligonucleotideos especificos para a regido do envelope viral ED5/ED12, gerando
um fragmento de 1,8kb. No segundo ciclo de amplificagdo por “nested” PCR, foi
utilizado o conjunto de primers ED31/ED33, gerando um novo fragmento de 0,7kb da
regido V3-V5 da gpl20 (Tabela 1).

Para as amostras que ndo amplificaram, utilizamos o par de iniciadores
ED3/ED14 no primeiro ciclo da PCR, mantendo os mesmos iniciadores no segundo
ciclo. A ciclagem para a realizagcdo da PCR para regidao do envelope constou de 3
ciclos de 97°C durante um minuto, 55°C um minuto e 72°C durante dois minutos; 32
ciclos de 94°C durante 45 segundos, 55°C por um minuto e 72°C por dois minutos e
um ciclo de extens&o de 72°C durante 10 minutos.

Os heteroduplexes sdo formados entre as sequéncias divergentes pelo
anelamento/pareamento do DNA gendémico e dos protétipos referentes aos diversos
subtipos virais clonados em plasmideos, desnaturando-os durante 3 minutos a 94°C
e re-anelando-os, posteriormente, pelo resfriamento brusco da preparagdo durante
10 minutos no gelo. Apés choque térmico os fragmentos de DNA sdo separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 5% em tampdo TBE sob uma voltagem de
200V por 3hs30min em uma cuba para gel vertical (Gibco BRL). Os plasmideos
utilizados nesta analise foram doados pelo NIH AIDS Reagent Program.

A demonstracdo da mobilidade dos heteroduplexes formados foi feita através
da coloracdo pelo brometo de etidio. A subtipagem de cada isolado viral obedecera
a uma maior velocidade de migracao dos heteroduplexes formados, ou seja, aquele
pareamento que migrar para mais proximo do homoduplex sera indicativo do subtipo

viral.
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Realizamos também o sequenciamento do gene do envelope viral de 35
amostras, incluindo todas as maes transmissoras e algumas méaes nao-
transmissoras, para confirmacao dos subtipos descritos através da técnica de HMA e
para tentar recuperar algumas amostras que nao foram claramente subtipadas
através da técnica de HMA. Para este fim, utilizamos os mesmos conjuntos de
iniciadores ja descritos tanto para a PCR como para a realizagdo do sequenciamento
de nucleotideos. As condi¢des de sequenciamento e a edi¢do das sequéncias serdo

apresentadas junto com a caracterizacdo do gene da polimerase.

. gene da polimerase

As amostras de DNA das méaes e das criancas positivas para o HIV-1 foram
selecionadas para a analise do subtipo viral através do sequenciamento dos genes
da transcriptase reversa e da protease, utilizando iniciadores descritos por Zazzi e
cols (1993); Tanuri e cols (1999) e Brindeiro e cols (1999). As sequéncias obtidas
foram também utilizadas para a analise da resisténcia primaria aos anti-retrovirais.
Os conjuntos de iniciadores incluidos nesta analise encontram-se descritos na
Tabela 1.

A amplificacdo molecular de fragmentos gendmicos do gene pol foi realizada
pelo método de “nested” PCR utilizando-se os iniciadores externos DP10 e LR54
contendo quase a totalidade do gene pol do HIV-1. As condicbes de PCR foram
similares as utilizadas para a reacdo do envelope viral. Para o segundo ciclo da
PCR, utilizamos os iniciadores internos DP16 e RT12 que produzem fragmentos
gendmicos correspondentes a protease e a transcriptase reversa.

A ciclagem para a realizacdo da PCR da regido da polimerase viral incluiu trés
ciclos de 95°C durante 3 minutos, 52°C por 1 minuto e 72°C também por um minuto;
35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 52°C por 45 segundos e 72°C por um minuto,
seguindo-se de um ciclo de extensdo de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR
foram quantificados por eletroforese em gel de agarose a 1%, purificados em
colunas de afinidade (Prime Erase Quick, Qiagen Inc) e diretamente sequenciados
utilizando um kit de sequienciamento molecular ABI-Prism Big-Dye Terminator Cycler
Sequencing Ready Reaction Kit (verséo 3.1); utilizando os iniciadores DP16, RT12,
LR49 e LR51.

As reacOes de sequenciamento foram feitas, tanto para a polimerase, como

para o envelope viral, utilizando-se o sequenciador automatico ABI Model 3100
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(Applied Biosystems, US), acoplado a um programa de analise de sequéncias
(SeqEd software-Applied Biosystems).
As sequéncias obtidas foram editadas e analisadas no software DNASTAR,
utilizando-se os programas Editseq e Segman.

. Analises Filogenéticas

As analises filogenéticas das sequéncias obtidas para o envelope e a
polimerase viral, além de confirmarem os subtipos genéticos previamente definidos
pelo HMA, permitiram também identificar amostras potencialmente recombinantes
entre diferentes subtipos e também a avaliacdo do grau de diversidade entre os
diferentes isolados.

As sequéncias de nucleotideos dos genes da protease, da transcriptase
reversa e da porcdo gp 120 do envelope, obtidas a partir do sequenciamento
molecular foram alinhadas com as sequéncias de referéncia representativas dos
diferentes subtiposde HIV-1 existentes. Pra tal utilizamos o programa Clustal X e as
respectivas arvores filogenéticas construidas utilizando o método de distancia
“neighbor-joining” (Saitou, 1987) incluido no pacote Mega 3 (Kumatis, 2001). A

sequéncia SlVcpz foi utilizada como grupo externo (“outlier’) nesta analise.

Avaliacdo genotipica da resisténcia aos anti-retrovirais

As sequéncias de nucleotideos das diferentes amostras obtidas para a regido
da polimerase (1,1Kb), compreendendo a protease (99 aa) e parte da transcriptase
reversa (230aa), foram submetidas ao algoritmo fornecido pelo grupo de estudo da
variabilidade genética do HIV em Stanford, disponibilizado através do site

http://www.hivdb.stanford.edu/hiv/ para interpretacdo das alteracbes moleculares

associadas a resisténcia aos anti-retrovirais.


http://www.hivdb.stanford.edu/hiv/

Tabela 1:

lix

Identificacdo e seqUéncias dos oligonucleotideos iniciadores

utilizados na amplificagcdo por PCR e sequenciamento das diferentes regides

genbmicas do HIV-1

Gene 1° round 2° round Sequéncia 5’ 3’
pol DP16 * CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC
RT12 * ATCAGGATGGAGTTCATAACCCATCCA
DP10 CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG
LR54 ATAGGCTGTACTGTCCATTTATCA
LR49 * CATGGCCATTGACAGAGA
LR51 * ATGTGGTATTCCTAATTGAACTTCC
env ED3 TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGG
ED14 TCTTGCCTGGAGCTGCTTGATGCCCCAGAC
EDS5S ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG
ED12 AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG
ED31 * CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG
ED33 * TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC

* Os iniciadores DP16, RT12, LR49 e LR51 foram utilizados para o sequenciamento

da regido pol e os iniciadores ED31 e ED33 da regido env, se encontravam em uma

concentracdo de 5 pmoles/mi




Resultados

No periodo compreendido entre Marco de 2000 a Agosto de 2002, um total de
5.213 gestantes ndo testadas ou sem informacdes sobre seu status quanto a
infeccdo pelo HIV, aceitaram participar do “Projeto Teste Rapido”. Este estudo que
ofereceu testagem voluntaria e aconselhamento a gestantes que chegaram aos
hospitais no momento do parto sem terem realizado anteriormente o pré-natal. Foi
realizado em duas regides brasileiras: Sudeste (Rio de Janeiro) com 3.689 (70,7%) e
Sul (Porto Alegre) com 1.524 (29,3%) gestantes. As 148 (2,8%) gestantes que
apresentaram resultados reativos foram selecionadas e incluidas no estudo. Destas,
50 (34%) foram provenientes do Rio de Janeiro e 98 (66%) de Porto Alegre, cujas
analises moleculares e imunologicas apresentamos neste trabalho.

A prevaléncia observada de infeccdo pelo HIV-1 nas gestantes provenientes
das duas regides foi de 1,3% e 6%, respectivamente. Os dados epidemiolégicos ndo
serdo apresentados neste estudo, pois 0os mesmos estdo sendo abordados e
discutidos em um artigo recentemente em preparacao (Veloso e cols, manuscrito em

preparacao, 2005).

Andlise dos parametros laboratoriais das gestantes soropositivas

. Contagem de células T CD4+ e T CD8+

Para as gestantes provenientes dos hospitais do Rio de Janeiro realizamos a
imunofenotipagem, pelo fato de todas as amostras chegaram ao nosso laboratorio
em tempo habil para tal procedimento (até 24hs apds a coleta). A avaliacdo do
status imunolégico foi realizada em 45 de 50 (90%) das mulheres do Rio de Janeiro.
A contagem de linfécitos T CD4+ apresentou uma mediana de 477 céls/mm?3 [IC
95% (465 — 663 céls/mm?3)].

A contagem de linfécitos T CD4+ foi realizada em 64 de 98 (65%) das
gestantes da regido sul. A mediana das contagens de células CD4+ foi de 452
céls/mm? [IC 95% (429 - 544 célsi/mm?)]. Ndo observamos diferencas significativas
guanto ao status imunolégico das gestantes das regides sul e sudeste incluidas no
estudo. (p-valor=0,2744) (Mann-Whitney Test).
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Quando estudamos a relacdo de células CD4/CD8 das amostras das
gestantes do sul e do sudeste encontramos um valor p> 0, 05, considerado limitrofe.
O mesmo ocorreu quando realizamos esta anélise comparando a relagdo de células

CD4/CDS8 e associacao entre os subtipos virais B e C.

. Quantificagao da carga viral

A quantificacdo da carga viral através do método NASBA foi realizada em
todas as amostras do Rio de Janeiro, os resultados variaram entre o limite de
deteccdo da técnica (<80cdpias/ml) até 500.000 cédpias/ml (5,7 logio), levando a uma
mediana de 4 logio IC95% (3,64 - 4,26). Em Porto Alegre, obtivemos os resultados
de 89 de 98 (91%) amostras com uma mediana de 3,8log101C95% (3,60 - 3,98).

Apenas seis (4,3%) mulheres apresentaram carga viral abaixo do limite de
detecgéo, trés pertencentes ao RJ e trés de PoA. N&o houve diferenga significativa
guanto aos valores de carga viral entre as gestantes das regido sul e sudeste do
Brasil. O conjunto dos dados de CD4 e CV das gestantes do RJ e PoA encontram-

se na tabela 2.

Tabela 2: Anélise dos parametros laboratoriais das gestantes distribuidas por
regides geograficas estudadas, considerando os dados de valores absolutos

de contagem de células T CD4, relacdo entre CD4 e CD8 e quantificacdo da

carga viral.
Parametros R) PoA p valor
Linfocitos T CD4+ *
< 200 céls/mm3 4 8
200 - 400 céls/mm3 13 21
> 400 céls/mm3 28 36
Total 45 65 0,74
Relacdo CD4/CD8 **
<0,8 26 45
20,8 19 20
Total 45 65 0,6
Carga Viral *
< 1.000 11 16
1.000 - 10.000 12 38
> 10.000 27 35
Total 50 89 0,08

* X2 test; **Fisher Exact test
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Subtipagem do HIV-1 por HMA para a regiao do envelope viral

A analise do subtipo de HIV-1 baseada na regido do envelope viral
utilizando a técnica de HMA foi realizada em 121 (82%) de 148 mulheres
incluidas no estudo, sendo 48 (96%) das 50 do Rio de Janeiro e 73 (74%) das
98 de Porto Alegre. Géis representativos da determinacéo dos subtipos B, C e
F encontram-se apresentados na figura 11. No Rio de Janeiro, 41 (85%) das 48
amostras analisadas corresponderam ao subtipo B e 7 (15%) ao subtipo F.

Entre as 73 amostras provenientes de Porto Alegre, 51 (70%)
corresponderam ao subtipo C, seguido pelo subtipo B, verificado em 19
amostras (26%) e o subtipo F em duas amostras (3%). Encontramos um caso
sugestivo de infec¢do dupla com os subtipos B e C (1%) com base na
similaridade de migracao frente as amostras de referéncia B e C no HMA,
(dado ndo mostrado). Em relacdo as amostras de Porto Alegre, nao foi possivel
proceder a tipagem molecular para 25 (23%) das 98 gestantes incluidas no

estudo, por condi¢cdes proprias das amostras.



Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida representando os diferentes subtipos encontrados na

subtipagem molecular através de HMA das gestantes soropositivas para o HIV-1 do RJ e de I!?(ollkl\
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Andlise filogenética da regido do envelope viral

O sequenciamento da porcdo C2-V3 da gpl120 do envelope viral foi
realizado em 51 amostras, incluindo as maes transmissoras, seus respectivos
bebés e um grupo de maes ndo-transmissoras. Esta anélise nos permitiu
confirmar os subtipos de HIV-1 encontrados na subtipagem por HMA e
determinar os subtipos de cinco amostras dentre as 27 amostras onde o HMA
ndo foi conclusivo. Estas amostras apresentaram problemas de amplificacéo
por PCR e/ou resultados inconclusivos provavelmente por problemas no
transporte das amostras dos do Sul para o nosso laboratério, ou por uso
incorreto do anticoagulante.

A determinacéao do subtipo de HIV-1 realizado através da analise
filogenética das diferentes amostras e isolados referéncia. Nesta abordagem
permitiu a classificagdo dos subtipo viral de mais cinco amostras provenientes
de Porto Alegre. Quatro destas se agruparam com as amostras de referéncia
do subtipo C e apenas uma com as amostras referéncia do subtipo B (Figura
12). Todas as amostras pertencentes ao subtipo C se agruparam em um braco
anico, sugestivo de uma origem monofilética das mesmas. Os resultados
obtidos para confirmacéo de alguns subtipos virais foram concordantes com

os dados obtidos através da técnica de HMA.



Figura 12: Arvore filogenética baseada no sequenciamento da regido C2-V3 da regido do
envelope viral de amostras de gestantes soropositivas para o HIV-1 provenientes do Rio de
Janeiro e de Porto Alegre.
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Andlise filogenética da regido da polimerase viral

Das 148 amostras incluidas neste estudo obtivemos amplificagdo por
PCR do fragmento completo da regido da polimerase em 114 (78%) amostras,
sendo 44 (38%) do Rio de Janeiro e 70 (62%) de Porto Alegre. Parauma
amostra (RGS69) obtivemos somente o fragmento do gene da transcriptase
reversa. Nao foi possivel a amplificacdo em 33 (22%) amostras, sendo 6 (18%)
do RJ e 28 (82%) de PoA .

Os subtipos virais foram determinados através de construcdes
filogenéticas usando o modelo de “neighbor-joining” mostrou que no total de
44 amostras seqienciadas do Rio de Janeiro, 37 (84%) se agrupavam com as
amostras referéncia do subtipo B, 5 subtipo F (11%), 2 apresentaram formas

recombinantes Frr/Brrt (5%).

Quando analisamos as 70 amostras de Porto Alegre, 19 (28%) se
agruparam com as amostras referéncia do subtipo B, 47 subtipo C (66%), 2
subtipo F (3%), 2 com forma recombinantes Fpr/BrT € Brr/CrT (3%).

Em relacdo as amostras caracterizadas como recombinantes pelo laudo
de Stanford ou pela sua localizacdo dos ramos na anédlise filogenética,suas
sequéncias moleculares foram utilizadas para construcdo novas arvores
filogenéticas correspondentes aos segmentos da protease e da transcriptase
reversa separadamente. Com base nesta analise as amostras previamente
descritas como recombinante B/F, apresentaram resultados similares aos
realizados através das andlises filogenéticas das duas regides. No entanto, as
duas amostras que apresentaram o perfil Dpr/BrT € Dpr/CrT fOram
posteriormente classificadas como Fer/Brt € Bpr/Crt cOm base na filogenia
(dados nédo mostrados).

Devido ao grande numero de amostras analisadas filogeneticamente,
estamos apresentando neste trabalho uma arvore filogenética representativa
do conjunto de amostras provenientes do Rio de Janeiro e de Porto Alegre
(Figura 13).



Figura 13: Arvore filogenética representativa da regido da polimerase viral das amostras de

gestantes soropositivas para o HIV-1 provenientes do Rio de Janeiro e de Porto Alegre.
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Considerando os resultados de subtipagem viral das regides génicas do
envelope e da polimerase através do sequenciamento de nucleotideos,
verificamos que das 42 amostras do Rio de Janeiro, 36 (86%) apresentaram o
perfil Bpol/Benv, 4 (10%) Fpol/Fenv, 2 (4%) Fpr/BRrT/Benv.

Quando analisamos as 70 amostras da regido Sul, verificamos que 15
(22%) apresentaram o perfil Bpol/Benv, 43 (63%) 0 perfil Cpol/Cenv e 0 perfil
Fpol/Fenv em apenas uma amostra (1%). Observamos ainda, perfis discordantes
pol/env, sugestivos de genomas recombinantes como: o perfil Cpol/Benvem 4
(6%) amostras, Bpol/Cenv em trés amostras (4%) e Fpol/Cenv €m apenas uma.
Observamos ainda, perfis genéticos que discordavam na regido do
envelope, como foi o caso de uma gestante com aparente infeccao dupla
Bpoi/BenvCenv, € Outra que discordava na regido da polimerase viral entre os
genes da PR e da RT, apresentando perfil Dpr/Cr1/Cenv, pela filogenia esta
passou a ser Bpr/Cr1/Cenv. Tivemos a oportunidade de sequenciar uma amostra
(RGS51) onde encontramos todos os subtipos circulantes nas duas regifes do
estudo, apresentando o perfil Fpr/Br1/Cenv. Estes dados se encontram

sumarizados na figura 14 (A e B).
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Figura 14: Distribuicdo dos subtipos virais identificaos por sequenciamento

em gestantes soropositivas para o HIV-1 provenientes do (A) Rio de Janeiro,
RJ e (B) Porto Alegre, RS.
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Andlise de presenca de mutacdes de resisténcia do HIV-1 aos anti-retrovirais.

O sequenciamento gendmico da regido da polimerase viral, incluindo
toda a protease e pelo menos 2/3 daregido da transcriptase reversa, foi
realizado também no intuito de verificar a presenca de mutacdes associadas a
resisténcia aos anti-retrovirais, em isolados circulantes na populagcéo de
gestantes positivas virgens de tratamento. O programa utilizado pra edi¢éo
das sequéncias foi 0 Segman incluido DNASTAR, utilizando como referencia a
sequéncia do isolado HXB2 do subitpo B do HIV-1.

Apéds a determinacado de cada consenso, utilizamos o programa HIVdb,

www.hivdb.stanford.edu)), algoritmo de interpretacéo de resisténcia

genotipica, versao 4.1.2 disponibilizado no site da Universidade de Stanford
para avaliacdo das mutacdes de resisténcia.
Os resultados desta analise genotipica daresisténcia do HIV-1
encontram-se sumarizados na tabela 3(A) das amostras do Rio de Janeiro e na
tabela 3(B) os dados das amostras de Porto Alegre.

. Protease

Foi possivel realizar a determinacédo do subtipo genético e genotipagem do
gene da protease viral em 114 (77%) de 148 amostras testadas. Com base nas
analises filogenéticas desta regido, 57 (50%) das amostras pertenciam ao subtipo B,
47 (41%) do subtipo C e 10 (9%) do subtipo F.

Quatro (3,5%) gestantes virgens de tratamento incluidas no presente estudo
apresentaram resisténcia primaria aos inibidores da protease. Destas, duas eram do
RJ e duas de Porto Alegre, indicando uma prevaléncia de resisténcia primaria de
4,5% e 2,9%, respectivamente. Foram verificadas as mutacoes D30N, M46L e V82L
que estdo associadas a reducdo de susceptibilidade a medicamentos da classe dos
IPs. Distribuindo estas mutag¢des primarias encontradas de acordo com o subtipo
viral, observamos que 3 destas amostras (5%) pertenciam ao subtipo B (n =56) e 1
(2%) ao subtipo C (n = 47).

Estratificando estas mutacdes primarias em cada individuo, a amostra TR47
apresentou a mutacao principal V82L juntamente com a mutacdo acessoria L63P
gerando uma reducdo de susceptibilidade ao ATV, IDV, LPV, NFV e RTV . As
mutacbes M46L/I foram encontradas nas amostras TR65 e RGS 81,

respectivamente. Estas mutagfes aumentam a resisténcia ao IDV, RTV, NFV, APV,


http://www.hivdb.stanford.edu/
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LPV E ATV e, possivelmente, ao SQV quando associadas com outras mutacdes
acessorias. Na amostra HF39, de Porto Alegre, encontramos a mutagdo D30N que
causa elevada resisténcia ao Nelfinavir.

Dentre as amostras do subtipo B, encontramos somente 8 (14%) com o
genoma selvagem para a protease, ou seja, sem a presenca de mutacbes
associadas a resisténcia. Por outro lado, 48 gestantes (86%) apresentavam pelo
menos uma mutacdo acessoOria de resisténcia aos inibidores da protease. As
mutacOes acessOrias mais encontradas foram M36l, L63P, V77Il, dentre outras
(Figura 15).

Todas as 47 amostras do subtipo C do HIV-1 apresentaram pelo menos uma
mutacao acessoria, sendo que as mais frequentes foram a K20R, M361, L63P e 193L
(Figura 15). Uma amostra (HC25) apresentou as mutacbes G48R e G73S na
protease. A mutacdo G48V causa resisténcia ao SQV, no entanto nesta amostra
encontramos a substituicdo de uma valina na posicdo 48 por uma arginina sendo,
portanto considerada como uma mutacao atipica nesta posicdo. A mutacdo G73S é
uma mutacdo acessOria que ocorrendo isoladamente ndo acarreta perda de
susceptibilidade, mas em conjunto com a mutacdo G48R podem apresentar reducao
de susceptibilidade ao ATV, IDV, NFV, RTV e SQV.

Entre as amostras do subtipo F nenhuma apresentou mutag&o principal na
protease, no entanto, todas mostravam pelo menos uma mutacdo acessoéria,
incluindo no seu genoma incluindo L10l, K20R, M36l, L63P e V771 (Figura 15).
Dentre as mutacdes acessoérias encontradas, as muta¢gées L10I, K20R, M361, A71V,
I193L estdo associadas com resisténcia aos IPs somente quando associadas a outras
mutacBes. Muitas variantes nestas posicdes sdo assinaturas moleculares que
ocorrem comumente em virus do subtipo ndo-B. A tabela 3 indica todas as
mutacdes encontradas nas amostras das gestantes virgens de tratamento incluidas
neste estudo. Na populacdo estudada a mutacao L63P representa um polimorfismo
comum, sendo associado a resisténcia aos IPs quando presente com outras
mutacgdes. Os efeitos de outras mutagdes nesta posi¢cdo, como por exemplo, L63N,
L63Q, L63C entre outras que ocorrem com frequéncia, ainda ndo foram estudados.
Neste contexto, observamos alguns polimorfismos na posicdo 63 tais como a
substituicdo da leucina (L) por diferentes aminoéacidos (I, Q, C, A, H, N, Ve T). A
mutacdo V771 é um polimorfismo comum associado a resisténcia ao Nelfinavir
guando presente com outras mutacdes. L33V € um polimorfismo que até 0 momento

nao esta relacionado a resisténcia fenotipica aos antiretrovirais.
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Figura 15: Prevaléncia de mutacdes acessorias encontradas na regido da protease

do HIV-1 associadas aos subtipos virais B, C e F.
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. Transcriptase reversa

A analise do gene da transcriptase reversa foi possivel em 115 amostras
(78%) das 148 gestantes incluidas no estudo, sendo que 15 (13%) continham algum
tipo de mutacdo de resisténcia, diminuindo a susceptibilidade aos inibidores de
transcriptase reversa nucleosidicos (ITRN) e outras aos inibidores ndo-nucleosidicos
(ITRNN) (Figura 16). Algumas substituicbes no gene da transcriptase reversa se
apresentaram como polimorfismos genéticos ndo alterando necessariamente a
susceptibilidade viral aos anti-retrovirais. Eestes resultados encontra-se detalhados
nas Tabelas 3 A e B.

Em relagéo aos ITRN, somente 3 (2,6%) das 115 amostras apresentaram as
mutacBes M41L/I e M184V/l, que conferem elevados niveis de resisténcia aos
compostos derivados da timidina (AZT e d4T) e da cisteina (3TC e FTC),
respectivamente. Entre estas trés amostras, duas pertenciam ao subtipo B (TR35 e
RGS13) e uma ao subtipo C (HC25). A amostra RGS13 apresentou somente a
mutacdo associada a timidina (TAM), M4lL. As amostras TR35 e HC25
apresentaram as mutacdes M41l e M184l, respectivamente. A presenca da mutacao
M184V/I pode diminuir também a susceptibilidade destes virus ao ABC e DDI.

Outras quatro amostras (3,5%) apresentaram as mutacdes V118l (associada
a resisténcia ao combinado de INRT) e a E44K, que ocorrem geralmente em 2% de
individuos ndo tratados. Isoladamente, estas mutacdes ndo conferem resisténcia,
mas quando ocorrem simultaneamente, ou associadas com outras TAMs conferem
resisténcia a quase todos os ITRNs. Nenhuma das mulheres incluidas no estudo
apresentou perfil de resisténcia completa ao AZT. Somente uma amostra (RGS13)
apresentou perda de susceptibilidade a esta droga, colaborando para a eficacia
observada na administracéo desta droga na prevencédo da transmisséo vertical.

Para a classe dos ITRNN que incluem a Delavirdina (DLV), o Efavirenz (EFV)
e a Nevirapina (NVP). Trés amostras (2,6%) continham mutacdes que conferem
resisténcia aos medicamentos desta classe. Foram detectadas as mutacdes G190R,
G190E e V179D conferem alguma resisténcia aos ITRNN. As amostras que
apresentaram tais mutacfes foram: nas amostras TR35 e HF39 (G190R e G190E,
respectivamente), que conferem elevada resisténcia a NVP e EFV, e perda de
susceptibilidade a DLV. A amostra RGS57 apresentou a mutacdo V179D que reduz

igualmente a susceptibilidade aos medicamentos dessa classe. Além disto, 5
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amostras (4,3%) apresentaram as mutacfes V106I/L, K103R e V179A envolvidas na
reducdo de susceptibilidade fenotipica aos ITRNN e 8 amostras (7%) apresentaram
polimorfismo genéticos que isoladamente ndo conferem resisténcia a esta classe de

drogas (Figura 16). Todas essas amostras pertenciam ao subtipo B do HIV-1.

Figura 16: Prevaléncia de mutacdes aos Inibidores da Transcriptase Reversa

Nucleosideos e Nao — Nucleosideos.
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Tabela 3 (A): Distribuicdo dos subtipos virais e das mutacdes nos genes da

protease e transcriptase reversa na populagdo de gestantes da cidade do Rio

de Janeiro
Id
Ano do Subenv Sub PR/RT Mutagbes Protease Mutagoes RT
diagnadstico
TR 1 2000 B B/B M361/L63P nenhuma
TR 5 2000 B B/B L63P nenhuma
TR 9 2000 B B/B V771 nenhuma
TR 11 2000 B B/B V771 nenhuma
TR 13 2000 F F/F K20R/M36I nenhuma
TR 15 2000 F F/F K20R/M361/L63P nenhuma
TR 17 2000 B B/B K20R/L63P/V77I nenhuma
TR 19 2000 B B/B L63P V106l
TR 23 2000 B B/B L63P nenhuma
TR 25 2000 B B/B L63P nenhuma
TR 27 2000 B B/B L63P nenhuma
TR 29 2000 B B/B L63P/VT77I nenhuma
TR 31 2000 B F/B M36I nenhuma
TR 33 2000 B B/B L63P V118l
TR 35 2000 NA B/B L63P M411/M1841/G190R
TR 41 2000 B B/B M361/L63P nenhuma
TR 45 2001 B B/B L63P nenhuma
TR 47 2001 B B/B V82L/L63P nenhuma
TR 53 2001 B B/B M36l E44K
TR 55 2001 B B/B L63P nenhuma
TR 59 2001 B B/B V771 nenhuma
TR 61 2001 B B/B V771 nenhuma
TR 65 2001 B B/B M461/ V771 nenhuma
TR 67 2001 F F/F M36I nenhuma
TR 69 2001 B F/B M36I nenhuma
TR 71 2001 B B/B L63P/193L nenhuma
TR 73 2001 B B/B L63P/193L nenhuma
TR 75 2001 B B/B D60OE nenhuma
TR 83 2001 B B/B L63P nenhuma
TR 85 2001 B B/B M361/L63P/A71T/I93M nenhuma
TR 89 2001 B B/B M361/L63P/193L nenhuma
TR 91 2001 B B/B L63P/193M nenhuma
TR 93 2001 B B/B L63P/V771/I193L nenhuma
TR 95 2001 F F/F K20R/M36lI nenhuma
TR 99 2001 B B/B D60E/L63P nenhuma
TR 101 2001 F F/IF K20R/M36lI V106l
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Tabela 3(B): Distribuicdo dos subtipos virais e das mutacfes nos genes da

protease e transcriptase reversa na populacéo de gestantes da cidade de Porto

Alegre.
Id Ano do Sub env Sub PR/RT MutacBes Protease Mutacbes RT
diagnostico

RGS 5 2000 NA c/C K20R, M36l, V771, 193L nenhuma
RGS 7 2000 B c/Cc M361, 193L nenhuma
RGS 9 2000 C C/C K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 11 2000 C CiC K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 13 2000 B B/B V771 M41L

RGS 15 2000 B B/B L33V nenhuma
RGS 17 2000 C c/Cc M36l, 193L nenhuma
RGS 21 2000 B B/B L10I, M36l, 193L nenhuma
RGS 23 2000 C CiC M361,L63P, 193L nenhuma
RGS 25 2000 B C/IC M36L, 193L nenhuma
RGS 27 2000 B B/B L10V, M36l, 193L nenhuma
RGS 29 2000 C c/C K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 31 2000 B B/B L33V, 193L nenhuma
RGS 33 2001 C C/C K20R, M36I, 193L nenhuma
RGS 35 2001 B B/B K20R, L63P, A71T, V771, 193L nenhuma
RGS 37 2001 C c/Cc M361, 193L nenhuma
RGS 39 2001 C c/Cc M361, 193L nenhuma
RGS 41 2001 C c/C M361, 193L nenhuma
RGS 45 2001 C c/C K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 47 2001 C CiC K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 49 2001 B c/C L63P, 193L nenhuma
RGS 51 2001 C F/B L10I, M36L nenhuma
RGS 53 2001 B B/B L63P, A71T V118l

RGS 55 2001 C C/IC M36l, 193L nenhuma
RGS 57 2001 B B/B nenhuma V179D

RGS 59 2001 C c/C 193L nenhuma
RGS 61 2001 C c/Cc M36I, 193L K103R

RGS 63 2001 C C/C M36l, L63P, 193L nenhuma
RGS 65 2001 B B/B V771 V179A

RGS 67 2001 C CiC M36l, 193L nenhuma
RGS 71 2001 C c/C M36I nenhuma
RGS 73 2001 C c/Cc M361, 193L nenhuma
RGS 75 2001 B B/B M36l, L63P nenhuma
RGS 77 2001 C F/F M36l nenhuma
RGS 79 2001 C Cc/C 193L nenhuma
RGS 81 2001 C c/C M461,193L nenhuma
RGS 83 2002 C c/iCc 193L nenhuma
RGS 85 2002 C C/IC M36l, 193L nenhuma
RGS 89 2002 C CiC M36l, 193L nenhuma
RGS 91 2002 B B/B L63P, V77I V118l

RGS 93 2002 C c/ic M36l1, 193L nenhuma
RGS 97 2002 C c/ic M361, 193L V118l

RGS 99 2002 C C/IC L63P, I193L nenhuma
RGS 101 2002 B B/B M36l nenhuma




Continuacéo databela 3(B)
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Id Ano do Sub env Sub PR/RT Mutac@es Protease MutacBes RT
diagnéstico
RGS 105 2002 C CiC M36l, D60E, 193L nenhuma
RGS 107 2002 C CiC M36l, L63P, 193L nenhuma
RGS 113 2002 B B/B L10l, L63P, A71T, 193L nenhuma
RGS 117 2002 C CiC K20R, M36l, 193L nenhuma
RGS 121 2002 B ci/C 193L nenhuma
HF 21 2002 C CiC 193L nenhuma
HF 25 2002 C CiC M361/L63P/I93L nenhuma
HF 27 2002 F F/F K20R/M361/V77I nenhuma
HF 31 2002 C ciC M361/193L nenhuma
HF 35 2002 B B/B V77l nenhuma
HF 39 2002 C B/B D30N/M361 G190E
HF 45 2002 C CiC V821/M361/193L nenhuma
HC 01 2002 C CiC 193L V106L
HC 07 2002 C CI/C K20R/M361/193L nenhuma
HC 09 2002 B/C B/B L63P nenhuma
HC 11 2002 C B/B D60E/L63P/V771/193L nenhuma
HC 19 2002 C B/C M36I nenhuma
HC 21 2002 C CiC M36I/D60E/I193L nenhuma
HC 23 2002 C ciC M361/193L nenhuma
HC 25 2002 C Ci/C G48R/G73S/M361/D60E/193L M411/ M184l
HC 29 2002 C CiC M361/L63P/193L nenhuma
HC 31 2002 C CIC M361/193L nenhuma
HC 35 2002 C CI/C K20R/M361/193L nenhuma
HC 37 2002 C C/IC M361/193L nenhuma

As mutagfes em negrito indicam mutagdes primarias; NA — ndo analisada

As mées que ndo apresentavam mutagfes foram retiradas da tabela
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Transmissao vertical do HIV-1

Das 148 gestantes incluidas neste estudo, a ocorréncia da transmissao
vertical do HIV-1 foi observada em 17 destas (11,5%), sendo 6 gestantes do Rio
de Janeiro e 11 de Porto Alegre. No RJ, trés casos de transmissao ocorreram
intra-utero, segundo a positividade do PCR DNA do recém nascido na primeira
amostra coletada nas primeiras 48 horas apds o nascimento, e confirmada nas
amostras subseqientes. Em dois recém-nascidos detectamos a positividade
parainfeccdo por PCR-DNA, um més apos o parto (TR52 e TR 68) e na outra
amostra TR100) essa deteccao so foi realizada seis meses ap0s 0 parto. Na
casuistica de gestantes de Porto Alegre, a transmissdao intra-ttero ocorreu em
sete gestantes.

Analisando a contagem de células T CD4+ de 12 das 17 gestantes
transmissoras encontramos uma mediana de 360 céls/mm?3 [IC95% (265-582
céls/mm?3)], enquanto que a mediana das gestantes néo transmissoras foi de

476¢céls/ mm?3 com IC95% (464 — 580). No entanto, o p-valor ndo mostrou
significancia. Podemos observar também que somente duas gestantes (TR 1
subtipo B e RGS 79 subtipo C) apresentaram contagem de células CD4 < 200
céls/mm3.. Os valores da relacdo de células CD4/CD8 acompanharam esse
perfil.
A distribuicdo das gestantes transmissoras e ndo — transmissora de
acordo com as categorias de CD4, relacdo CD4/CD8 encontra-se na tabela 4.
N&o observamos diferencas estatisticamente significativas entre estes dois
grupos guanto aos parametros analisados.
Nenhuma das maes transmissoras apresentou carga viral plasmatica
abaixo do limite de detecc¢ao. Os resultados de carga viral variaram desde 2,46
logio cOdpias/ml até 5,65 logio cédpias/ml, sendo a mediana de 4,28 log1o
copias/ml IC 95% (3,63 — 4,69). Quando comparamos a mediana das cargas
virais das gestantes transmissoras com as gestantes nao transmissoras nao

encontramos diferenga significativa.
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Tabela 4. Parametros laboratoriais das gestantes HIV positivas estratificadas
em grupos de mées transmissoras e ndao-transmisorass, considerando os
valores absolutos de contagem de células T CD4+, relacdo entre CD4/CDS8,

guantificacdo da carga viral e subtipo de HIV-1.

Parametros Mé&es Transmissoras Maes N&o-Transmissoras p valor
Linfocitos T CD4+
< 200 céls/mm3 2 12
200 - 400 céls/mm3 6 28
> 400 céls/mm3 4 59
Total 12 99 0,470
Relacdo CD4/CD8
<0,8 10 63
20,8 02 36
Total 12 99 0,372
Carga Viral
< 1.000 02 24
1.000 - 10.000 04 45
> 10.000 10 53
Total 16 122 0,383
Subtipo
BpoI/Benv 06 55
CpoI/Cenv 07 47
Fpol/Fenv 01 08
B/CpoI/Cenv 01 0
Total 15 110

Para andlise da distribuicdo dos subtipos e presenca de mutacbes de
resisténcia realizamos o sequenciamento das regifes do envelope e da polimerase
virais em 15 das 17 (85,5%) das amostras das mées transmissoras. Destas, 6(40%)
apresentaram o perfil Bpol/Benv, 7 (47%) 0 perfil Cpo/Cenv, uma (7%) o perfil Fpol/Fenv €
uma o perfil B/Cpo/Cenv. Realizamos também o sequenciamento da regido da
polimerase viral de algumas amostras dos bebés positivos para o HIV-1, no intuito
de avaliarmos a transmissédo de mutacfes de resisténcia, assim como, as relacdes
filogenéticas entre os virus dos pares méaes-filhos. De fato, observamos uma alta
similaridade entre estas amostras, que se agruparam com altos valores de bootstrap
(Figura 17).
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Figura 17: Arvore filogenética representativa da regido da polimerase viral

das amostras dos pares de méae-filho.
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No intuito de avaliar se a presenca de mutacdes primarias de resisténcia aos
anti-retrovirais interferem na transmissibilidade do virus HIV-1, utilizamos o Teste de
Fisher para comparar a presenca destas mutacdes nas amostras de gestantes
transmissoras e de gestantes ndo transmissoras. Contudo, ndo pudemos observar
diferenca significativa entre os dois grupos, visto que somente uma mae
transmissora (TR65) proveniente do Rio de Janeiro apresentou a mutagéo principal
para o indinavir M46L, e as mutacBes acessorias L63A e V771 que estdo associadas
a resisténcia aos IPs quando ocorrem com outras mutacbes principais e/ou
acessorias.

Entre as outras gestantes que transmitiram o virus aos seus filhos, somente
uma foi infectada por um virus selvagem (TR87), e todas as outras tinham pelo
menos uma mutacdo acessoria na protease, entre elas as mutacbes K20R, M36l,
L63P, V771 e 193L. Nenhuma das maes transmissoras apresentou mutacdes no

gene da transcriptase reversa.

Tabela 5: Distribuicdo dos subtipos virais, dos parametros laboratoriais, da via
de transmissao e das mutagfdes nos genes da protease e transcriptase reversa
na populacéo de gestantes transmissoras do HIV-1.

Identificagdo Sub Sub cv cD4 Via Mutagdes na Mutagdes
env pol log mm3 transmissdo Protease na TR
TR1 B B 557 174 IV M36I, L63P Nenhuma
TR 51 B B 4.20 640 PP L63C Nenhuma
TR 65 B B 5.65 508 IV M46L, L63A, V77T | Nenhuma
TR 67 F F 2.88 826 PP M36I, L63H Nenhuma
TR 87 B B 432 359 PP Nenhuma Nenhuma
TR 99 B B 472 246 IV D60E, L63P Nenhuma
RGS 37 c c 3.07 338 PP M36I, I93L Nenhuma
RGS 73 c C 436 876 PP M36I, I93L Nenhuma
RGS 79 c c 5.63 50 v T93L Nenhuma
RGS 85 c C 3.92 305 PP M36I, I93L Nenhuma
RGS 117 c c 3.2 360 PP K20R, M36I,I93L | Nenhuma
HF 35 B B 4.41 400 IV L63T, V77T Nenhuma
HC 07 c c IV K20R, M36I,I93L | Nenhuma
HC 37 c c 5.62 IV M36I, I93L Nenhuma
HC 09 B/C B 4,98 PP L63P Nenhuma
HC 17 3.71 PP
HC 27 246 IV
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Discussao

Desde o advento do protocolo PACTG 076 em 1994, o controle da
transmissao vertical do HIV-1 no Brasil tem sido uma das prioridades do governo
junto ao Ministério da Saude. O Brasil representa o0 primeiro pais em
desenvolvimento a implementar um programa para prevencdo da Transmissao
Vertical do HIV-1 desde 1997 fornecendo gratuitamente AZT a todas as gestantes
infectadas (Marins e cols, 2003; Veloso e cols, 2005 manuscrito em preparacéo).

Os principais fatores envolvidos na transmisséo vertical do HIV-1 sdo: fatores
imunologicos, aleitamento materno, uso de anti-retrovirais, comportamento de risco e
estagio nutricional da mae, além de fatores obstétricos, fetais, placentarios e
virologicos. (revisto por Gianvechio e cols, 2005). O estagio avancado da doenca
materna também € fator de risco, pois taxas aumentadas de transmissdao sao
encontradas entre maes com baixo CD4 ou com sintomas associados a AIDS (Orloff
e cols, 1996).

Neste contexto tivemos a oportunidade de avaliar os parametros laboratoriais
como contagem de linfocitos T CD4+ e quantificacdo da carga viral plasmética e a
distribuicdo dos subtipos genéticos do HIV-1 utilizando a técnica de HMA e
sequenciamento gendmico de fragmentos do envelope e da polimerase do HIV-1 em
duas coortes de mées HIV+, uma na regido sul e outra na regido sudeste.

Outros aspectos moleculares do HIV-1 como a analise filogenética e a
genotipagem para identificacdo de resisténcia primaria aos anti-retrovirais, foram
também investigadas na tentativa de identificar possiveis associacfes entre estes
dados e implicacdes na transmissao vertical do HIV-1, em duas regides geograficas
do Brasil.

No presente trabalho, analisamos 148 gestantes provenientes de duas
regibes geogréficas distintas do nosso pais, Rio de Janeiro (Sudeste) e Porto Alegre
(Sul), identificadas como positivas para o HIV-1 no momento da admisséo para o

parto, e, portanto, sem tratamento anti-retroviral prévio.
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Andlise dos parametros laboratoriais incluindo contagem de células T CD4+ e

guantificacao da Carga Viral

Estudos recentes tém demonstrado que a viremia plasmatica materna na hora
do parto representa um dos preditores mais consistentes para transmissao vertical
do HIV-1. Em um estudo caso-controle realizado em 1997 com amostras coletadas
entre 1990 e 1994, Thea e cols estudaram 51 mées transmissoras € um grupo
controle de 54 maes ndo transmissoras, encontrando elevada associacdo entre a
carga viral materna e a transmisséo do HIV-1 aos seus filhos. Outro estudo mostrou
também que para contagens semelhantes de CD4, aumentava-se aproximadamente
em um tergo, a probabilidade de transmissdo vertical para cada log adicional de
carga viral (Burns e cols, 1997).

No Brasil, em um estudo realizado no Rio de Janeiro em 2001, para
determinar a taxa de transmissao vertical em gestantes com contagens baixas de
CD4 e Carga viral alta em uso de terapia anti-retroviral em conjunto com AZT,
Nogueira e cols relataram uma média de células T CD4 e de carga viral de 428,4 e
39,000 copias, respectivamente.

A contagem de células T CD4+ inferior que 200céls/mm? tem sido associada
a um risco aumentado de transmissdo vertical. (Burns, 1997; The European
Collaborative Study, 1999). Embora em nosso estudo, a maioria das pacientes
incluia-se na categoria laboratorial de contagem de células T CD4 maior que
400céls/mm?3 de sangue observado em aproximadamente 89% das gestantes. Uma
grande variabilidade de carga viral das gestantes acompanhadas foi observada,
80,5% tinham carga viral acima de 1.000 copias/ml.

N&o encontramos associacdo entre os parametros laboratoriais, contagem de
células CD4 e carga viral quando comparamos casos de infeccdo pelos subtipos B e
C.
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Diversidade genética do HIV na transmisséo vertical

Nosso grupo ja vem trabalhando hé& varios anos na linha de pesquisa sobre a
diversidade do HIV-1 nas duas regibes geograficas avaliadas por este estudo
(Sudeste e Sul) onde um padrao de distribuicdo de subtipos particularmente distintos
foi descrito (Guimarées e cols, 2002). Dados de nosso grupo e outros tém mostrado
gue na regiao sudeste, o subtipo B corresponde a 85% das infec¢bes, enquanto que
o subtipo F corresponde a 15% (Morgado e cols, 1994, 19982, 1998b; Tanuri e cols
1999, Brindeiro e cols, 2003). Ja no Sul, dados de caracterizacdo genética de
amostras de Porto Alegre, analisados em nosso laboratorio mostraram que 30% das
amostras de HIV-1 pertenciam ao subtipo C, enquanto que 67% eram do subtipo B e
3% do subtipo F.

Assim, a possibilidade de analisar as amostras das gestantes provenientes de
duas regides geograficas com prevaléncia de subtipos de HIV-1 diferenciados, nos
permitiu, ndo somente comparar as diferencas quanto a freqiéncia dos subtipos
virais nestes grupos, mas também a ocorréncia da possivel associacdo entre
infeccdo por determinado subtipo viral e transmissao vertical do HIV.

Das 148 gestantes incluidas neste estudo conseguimos a amplificacdo das
regibes do envelope e da polimerase viral de 115 destas. Alguns dos problemas de
amplificacdo por PCR dos diferentes alvos génicos podem ter sido devido a carga
viral baixa, falta de pareamento dos iniciadores com algumas seqiéncias na reacao
da PCR, ou até mesmo algo que pudesse estar interferindo na amplificacdo destas
amostras, como o uso de anticoagulantes ndo especificos para coleta de sangue
para extracdo de DNA. A maior perda ocorreu entre as amostras de Porto Alegre,
indicando que uma outra possibilidade seria o fato de ocorrerem alguns problemas
relacionados ao processamento e transporte destas amostras.

Analisando os genes do envelope e da polimerase viral nas 42 das 50
amostras do Rio de Janeiro, vimos que 36(86%) apresentavam o perfil Bpol/Benv,
4(10%) o perfil Fpo/lFenv, concordando com estudos previamente realizados sobre
diversidade em envelope e polimerase (Brindeiro e cols, 2003; Soares e cols, 2004).
Duas amostras apresentaram perfis discordantes, apresentando o perfil Fpr/Brt/Benv.
N&ao encontramos nenhuma gestante infectada com o subtipo C do HIV-1 dentre as
amostras do Rio de Janeiro, confirmando a baixa prevaléncia deste subtipo no
estado. Por outro lado, dados de subtipagem genética e resisténcia aos anti-
retrovirais do HIV-1 em pacientes apresentando falha a TARV no Rio de Janeiro
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mostram a presenca de casos esporadicos do subtipo C e o surgimento crescente
de formas recombinantes B/F na populacdo estudada (Couto-Fernandez e cols,
2005). De fato, pudemos observar a presenca desta forma recombinante em duas
gestantes comprovando a circulacdo destes recombinantes B/F também em
gestantes no Rio de Janeiro.

J& na regido Sul, a analise das 70 gestantes nos permitiu demonstrar a
expanséo do subtipo C nesta regido, representando 61,5% das gestantes infectadas
apresentando o perfil Cpo/Cenv, seguido pelo perfil Bpo/Benv cOm 21,5%, e uma
amostra com o perfil Fpol/Fenv. Algumas gestantes apresentaram perfis discordantes
entre as regibes da polimerase e do envelope, sugestivos de genomas
recombinantes, 4 apresentaram o perfil Cpol/Benv, 3 com 0 perfil Bpol/Cenv, € uma perfil
Fpo/Cenv, Observamos um caso de dupla infeccdo com o perfil Bpoi € B/Cenv, € outro
caso em que a amostra apresentou o perfil B/C entre os genes da PR e da TR.
Tivemos a oportunidade de sequenciar uma amostra (RGS51), onde encontramos
todos os subtipos circulantes nas duas regides do estudo, apresentando o perfil
Fpr/Br1/Cenv.EStas amostras em conjunto representam 15,7% das amostras
analisadas sugerindo a ocorréncia de formas recombinantes Unicas (URF) entre os
subtipos C e B em maior proporcao e entre os subtipos C e F em menor proporcao
na regiao sul.

De acordo com um relatério realizado pela Rede Internacional para
Isolamento e Caracterizacdo do HIV coordenada pela UNAIDS, a maioria das novas
infeccbes € devida ao subtipo C, causando 47,2% das infeccbes no mundo.
(Osmanov e cols, 2002).

A primeira amostra do subtipo C encontrada no Brasil foi oriunda da regido
Sul, identificada em 1994 através de um estudo multicéntrico coordenado pela
Organizacdo Mundial da saude-OMS (WHO, 1994). Subseqientemente, varios
outros estudos tém mostrado a expansao deste subtipo nesta regido em amostras
colhidas no periodo de 1994 até 1998 (Guimaréaes e cols, 2002; de Martinez e cols,
2002). Soares e cols, 2003 caracterizando cepas do subtipo C que circulam no
Brasil, especialmente aquelas que tiveram origem na regido Sul do pais, verificou
que o virus C brasileiro forma um grupo monofilético quando comparado a outras
cepas do subtipo C em outros paises, apresentando uma assinatura especifica de

aminoacidos.
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Verificou também que recombinantes entre os subtipos B e C tém sido
encontrados em areas onde ambos 0s subtipos circulam. Neste estudo a prevaléncia
do subtipo C era de aproximadamente 28,6%, seguido pelo subtipo B com 55,2% e
6,7% subtipo F. Dez seqUéncias mostraram evidéncias de recombinacdo entre dois
ou mais subtipos (Soares e cols, 2003). Outro estudo realizado no Sul por de
Martinez e cols em 2002 encontrou 75% das amostras pertencentes ao subtipo B,
22% sub C e 3% sub F, embora ndo tenham encontrado diferencas significativas
entre as infeccdes pelos subtipos B e C.

A possibilidade de que o subtipo genético do HIV possa influenciar na
transmissibilidade e patogenicidade do HIV-1 tem sido sugerida, no entanto,
resultados de varios estudos néo tém indicado associa¢cdes entre 0os subtipos
do HIV e sua transmisséo e/ou patogénese (Kandathil e cols, 2005).

Dados de um estudo realizado na Africa do Sul (Van Harmelen e cols,
1997) mostraram que o subtipo B estaria mais associado com a transmissao
homossexual, enquanto que o subtipo C com a transmissao heterossexual.
Por outro lado, um estudo realizado no Jap&o, Yoshino e cols (1998) néo
observaram diferencas significativas entre os subtipos B e E.
No entanto, em um estudo sobre transmisséo vertical na Tanzania,
Renjifo e cols (2001) observaram que mées infectadas pelos subtipos A, Ce
recombinantes tinham mais tendéncia a transmissao vertical do que aquelas
infectadas pelo subtipo D. Em 2003, Tapia e cols realizaram um estudo para
avaliar se o subtipo de HIV-1 poderia influenciar na transmisséao vertical
analisando 31 amostras de gestantes da Tanzania (46% do subtipo A, 21% do
subtipo C, 2,7% do subtipo D e 25% de formas recombinantes). Entre as oito
maes transmissoras, 4 eram do subtipo A, 1 subtipo C, 3 recombinantes A/C e
verificaram que nao existia nenhuma diferenca significante na
transmissibilidade do HIV-1 entre os subtipos A, C, D e formas recombinantes.
Em outro estudo do mesmo autor (Renjifo e cols, 2003) em Dar es
Salaam, na Africa, analisando gestantes sem tratamento anti-retroviral e
infectadas com os subtipos A, C e D, concluiram que houve uma maior
transmissdao intra-utero do subtipo C em relacdo aos subtipos AeD. A
transmissao vertical ocorreu predominantemente no parto e durante
amamentacao com os subtipos A e D, enquanto que com o subtipo C, a
transmissao intra-utero foi mais frequente (OR 2,54 C vs subtipos A e D,

p=0,026). Nao houve diferenca de carga viral materna por subtipo, sugerindo
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maior capacidade do subtipo C de infectar células placentarias. A implicacao

pratica deste estudo, conforme sugerida pelos autores, seria que, para o
subtipo C, em especial, administracao de anti-retrovirais somente durante o
trabalho de parto serd menos efetivo na reducéo da transmisséao vertical do

HIV-1 (Renjifo e cols, 2003). Dados brasileiros de Janini e cols em 1998
mostraram a transmissao vertical dos subtipos B e C a partir de mae
duplamente infectada.

Em nossa casuistica detectamos a presenca do subtipo C em 63% das
gestantes. Esse fato pode servir como marcador fidedigno da prevaléncia
deste subtipo na populacao infectada via heterosexual confirmando dados

anteriores de uma alta prevaléncia deste subtipo na regi&o sul.

Quando analisamos as 18 amostras das 21 gestantes transmissoras,
encontramos 7 (39%) com o subtipo B, 8 (44,5%) com subtipo C, e 2 (11%)

subtipo F. Apenas uma amostra (5,5%) apresentou divergéncia entre as

regides, apresentando subtipo C nas regides do envelope e da transcriptase e

B naregido da protease. Ndo encontramos nenhuma associacao entre

transmissibilidade do HIV e o subtipo viral.

Entretanto, comparando gestantes infectadas pelos subtipos B e C do

HIV-1, ndo houve nenhuma evidéncia de transmissao preferencial do subtipo
C. De fato, em relacdo a transmisséo intra-uterina 50% era do subtipo B e 50%

do subtipo C.
Resisténcia priméaria aos anti-retrovirais

A transmissao e disseminacédo de cepas resistentes as drogas anti-
retrovirais representam um importante problema de Saude Puablica, pela sua
implicag@o na transmisséo vertical, reduzindo a eficiéncia do tratamento para
individuos HIV positivos, bem como na profilaxia contra casos de exposicao
acidental. Além disso, o rdpido aparecimento de variantes resistentes a terapia
anti-retroviral (TARV) € o principal obstaculo para o tratamento bem-sucedido
dainfecc¢éo pelo HIV-1.
Apesar da comprovada eficacia da nevirapina (NVP) na reducdo da
transmissado vertical, foi evidenciado o desenvolvimento de muta¢des associadas a

resisténcia aos inibidores da transcriptase reversa ndo nucleosideos, quando
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empregada como monoterapia em adultos e na prevencdo da transmissao vertical
em mulheres e recém-nascidos (Eshleman e cols, 2001; Jackson e cols, 2000).

Neste estudo, identificamos a presenca de mutagdes principais de
resisténcia aos inibidores da protease e inibidores da transcriptase reversa em

3,5% e 4,3%, respectivamente, das amostras de gestantes virgens de
tratamento. Pudemos identificar também mutacfes secundarias ou acessorias,
e a presenca de polimorfismos naturais em 92% das amostras. Somente 8%
das gestantes estavam infectadas com virus do tipo selvagem, ou seja, sem
nenhuma mutacdo em seu genoma. Comparando com dados de Brindeiro e
cols, 2003, os autores encontraram em uma populacéo de individuos
soropositivos para o HIV-1, voluntérios de centros de testagem e
aconselhamento, virgens de tratamento, uma prevaléncia de 2,24% de
mutacdes primarias relacionadas aos inibidores da protease e 4,42% aos
inibidores da transcriptase reversa.

Na auséncia de exposicdo as drogas as seqiiéncias dos genes da
protease da transcriptase reversa dos subtipos B e ndo-B s&o polimdrficas em
aproximadamente 40% nos primeiros 240 aminoacidos da RT e em 30% dos 99

aminod&cidos da protease (Shafer, 2002). Muitas destas substituicfes de
aminodacidos ocorrem em altas taxas em virus subtipo ndo-B em posicdes
associadas com resisténcia a drogas em virus subtipo B, estas incluem as
posi¢cdes 10, 20, 36, 63, 71,77 e 93 na regido da protease e nas posi¢des 69, 75,
98, 106,118 e 179 na transcriptase reversa (Kantor e Katzenstein, 2003).
Mutagdes nos cédons 10, 20, 36 e 71 ocorrem entre 10% de pessoas néo —
tratadas infectadas com o subtipo B (Shafer, 2002). Estas muta¢cfes em sitios
polimaérficos e conservados estdo associados com resisténcia as drogas em
virus do subtipo B, sdo encontrados em altas taxas em pessoas nao tratadas
infectadas com virus HIV ndo B (Kantor e cols, 2005).
As mutacdes principais encontradas em nossa casuistica foram M46I/L,
V82L e D30N naregido da protease, e M41L, V179D, M184I/V, G190E/R na
regido da transcriptase reversa. Em um estudo realizado na Franca em 2000,
Vergne e cols analisaram o gene da polimerase de 142 individuos virgens de
tratamento, ndo encontraram nenhuma mutac¢ao primaria de resisténcia a
nenhuma das drogas. No entanto, encontraram diversas mutagcdes acessorias,
principalmente no gene da protease, onde somente 5,6% das amostras néao

apresentaram mutacdes secundarias na protease, todas eram pertencentes
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aos subtipos B e D. Foram encontradas as seguintes frequéncias de mutacdes:
M361 (86,6%), L10I/V (26%), L63P (12,6%), K20M/R (11,2%), V771 (5,6%), A71V
(2,8%) e M46l (0,7%).

Little e cols em 2002 realizaram um estudo durante cinco anos em 10
cidades norte americanas em 377 individuos virgens de tratamento. Estes
autores concluiram que a proporc¢ao de novas infec¢gdes envolvendo a
transmissao de HIV resistente as drogas esta aumentando na América do
Norte, encontrando uma frequéncia de resisténcia primaria de 3,4% durante o
periodo entre 1995 a 1998, e 12,4% no periodo de 1999 a 2000. Um outro estudo
(ANRS 1257) realizado na Costa do Marfim em 107 individuos sem terapia em
2001 e 2002, esta taxa foi de 5,6% (Toni e cols, 2003).

Em um estudo realizado no Vietnam em 2003 foi encontrada uma taxa de
6,5% de resisténcia primaria (Lan e cols, 2003). Na Suica a taxa de resisténcia
primaria em soroconvertores recentes encontra-se entre 5a 11%, 4 a 17% na
Franca, 13% na Alemanha e entre 23 a 26% na Espanha (revisto por Soares e

cols, 2004).

Quatro gestantes virgens de tratamento incluidas no presente estudo
apresentaram resisténcia primaria aos inibidores da protease (3,5%). Destas,
duas eram procedentes do RJ e 2 de Porto Alegre, representando uma
prevaléncia de 4,5% e 2,9%, respectivamente.

Em relacdo as mutacdes acessorias no gene da protease, observamos

uma maior frequéncia de substituicdes dos residuos 36, 63, 77 e 93

concordando com dados previamente descritos por Brindeiro e cols, 2003.
Polimorfismos nas posic¢des 10, 20, 36, 63, 71, 77 e 93 ndo conduzem a
uma resisténcia por si s6, mas compensam a reduzida atividade da protease
causada por mutacgdes principais (Nijhuis e cols, 1999).

Tivemos a oportunidade de observar que certas substituicbes ocorreram
de maneira diferenciada entre as amostras do subtipo B e ndo-B. A mutagéo
acessoria L63P ocorreu em 73,5% das amostras do subtipo B comparando
com 26,5% em amostras do subtipo ndo - B. A presenca da mutacédo M36lI foi
observada em 67% das amostras do subtipo C e em todas as amostras do
subtipo F, estes resultados estdo de acordo com estudos de genotipagem da
resisténcia do HIV-1 no Rio de Janeiro (Renageno) que mostraram esse mesmo

tipo de associacédo subtipo-especifica (Couto-Fernandez e cols, 2005).
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As mutacdes L10I/V e A71T foram identificadas somente em amostras do
subtipo B. Soares e cols em 2003 concluiram que a mutacdo M36I estaria
associada ao subtipo C e a mutagdo L63P ao subtipo B. Este aspecto
diferenciado do padrdo de mutacdes entre os subtipos virais ja € conhecido
(Kantor e cols, 2005).
Encontramos uma frequéncia de 46% correspondente a mutagcdes no
codon 63, envolvendo a troca da leucina pela prolina (L63P), entre outras
substituicées como isoleucina, glutamina, cisteina, alanina, histidina, valina e

tirosina. Sendo que 73,5% foram presentes em amostras do subtipo B.

Identificamos também a presenca de mais de uma mutacdo em 75 (65%)
das 111 amostras nas quais ndo foram encontradas mutacdes primarias,
apenas mutacdes secundarias, mostrando que é freqliente a existéncia de
multiplas mutagfes secundarias associadas a resisténcia no gene da protease.
Esta alta prevaléncia de muta¢8es secundarias observada no gene da protease
pode ser explicada devido ao alto grau de diversidade genética nesta regiao,
como previamente descrito (Wegner e cols, 2000).

No Brasil em 1999, Brindeiro e cols estudando a frequéncia de
resisténcia primaria em 32 amostras de bancos de sangue no Rio de Janeiro e
no Rio Grande do Sul encontraram 9,38% de freqiéncia de resisténcia priméaria
as drogas principalmente relacionadas a resisténcia ao AZT. A mutacao M41L

foi encontrada em duas amostras das gestantes soropositivas. Estudo que
avaliou também uma populacao de doadores de sangue do Rio de Janeiro em
1998 (Dumans e cols, 2002) ndo encontrou mutacdes principais nas regides da
protease e da transcriptase reversa para a resisténcia as drogas, no entanto
85% das amostras apresentaram mutag¢fes secundarias. A mutacdo L63P foi a
substituicdo mais comum, seguida pela V771, M36l, A71V/T. Neste estudo 0s
autores encontraram baixa presenca de cepas resistentes circulantes em
individuos virgens de tratamento, e discutiram que estes dados ndo apoiavam
indicacdo de genotipagem antes da terapia anti-retroviral.

A emergéncia de variantes resistentes ao AZT em mulheres gravidas e
nas suas proles tem sido descrita em varios estudos (revisto por Brenner &
Wainberg, 2000), embora a associagédo entre resisténcia ao AZT e a maior
transmissibilidade para o feto seja ainda matéria controversa. Colgrove e cols

(1998) estudando uma populacédo de gestantes que fizeram uso de zidovudina
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durante a gestacdo mostraram que as maes transmissoras tinham uma

freqiéncia maior de variantes resistentes do que as nao-transmissoras. Por
sua vez, Eastman e cols (1998) verificaram que o risco de transmiss&o nao era
maior para gestantes com baixo nivel de resisténcia. Em um estudo realizado
na Franca, Masquelier e cols (2001) mostraram que a ocorréncia de resisténcia
ao AZT nos isolados virais de recém-nascidos estava associada com o tempo
de exposicdo a droga. Observamos nas amostras obtidas tanto das mées
identificadas no parto como soropositivas para o HIV, assim como nas
criancas expostas e que vieram a se infectar pelo virus apesar da pronta
introducdo da terapia anti-retroviral, a presenca de variantes virais ja

resistentes aos anti-retrovirais.

A possibilidade de selecdo de variantes virais que sao resistentes aos
anti-retrovirais tem sido de grande preocupacao, particularmente com respeito
a nevirapina, porgue uma unica mutacdo pode induzir uma resisténcia de alto

nivel a nevirapina assim como a outros ITRNN (Coovadia, 2004). Uma das
principais questdes sobre o esquema terapéutico em gestantes na prevencgao
da transmissdao vertical € a escolha de anti-retrovirais que poderéo ser
administrados a essas mulheres em tratamentos futuros a gestagao (Jourdain
e cols, 2004).
No geral, as mutacfes de resisténcia descritas para o subtipo B do HIV-
1, que correspondem a grande maioria dos virus que circulam na América do
Norte e na Europa Ocidental, apresentam repercussdes semelhantes para o0s
virus dos subtipos ndo-B. Fato ndo esclarecido é a existéncia de algumas
mutacdes que aparecem com frequéncia no subtipo B e ndo sdo observadas
nos subtipos n&o-B e a possibilidade de mutagfes que seriam exclusivas para
subtipos ndo-B das quais ainda nao se tem conhecimento. Dessa forma, nédo €
incomum nos depararmos com pacientes que apresentem falha aos anti-
retrovirais sem mutagcdes detectadas na genotipagem, para os padroes de
conhecimento atuais. Alguns polimorfismos que aparecem em cepas ndo-B
podem contribuir para uma resisténcia natural aos anti-retrovirais.
Os subtipos do HIV-1 diferem um dos outros entre 10% a 15% dos seus
nucleotideos e de 5% a 6% de seus aminoacidos, respectivamente, na protease
e natranscriptase reversa (Gonzales e cols, 2001). Estas diferencas entre 0s

subtipos podem influenciar no espectro das mutagfes desenvolvidas durante
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a presséao seletiva das drogas anti-retrovirais. Alguns estudos mostram que as
drogas anti-retrovirais atuam tdo bem contra virus do subtipo B quanto para
virus do subtipo ndo-B (Vergne e cols, 2002; Weidle e cols, 2003), no entanto,
outros estudos avaliaram o0 mecanismo genético de resisténcia as drogas em
virus ndo-B, e algumas observacdes in vitro e in vivo sugerem que 0s Varios
subtipos podem responder de uma maneira diferente a certos anti-retrovirais.
(Caride e cols, 2001; Grossman e cols, 2004). Em um estudo que resultou de
uma colaboracao global realizado por Kantor e cols, concluiram que a maioria

das mutacdes encontradas nos virus do subtipo B ndo foram tambem
observados nos subtipos nao-B (Kantor e cols, 2005).

N&o ha um fator de risco ou fator protetor que, isoladamente, determine a
transmissdo ou possa preveni-la. Por outro lado, as estratégias atualmente
disponiveis, quando aplicadas precocemente, quase interrompem a cadeia de
transmisséo vertical do HIV-1.

As mutacdes de resisténcia as drogas em pacientes virgens de tratamento
nao sao resultado de uma capacidade individual do virus, muitas dessas mutacdes
gue ocorrem parecem ser deletérias para o virus na auséncia de presséo da droga.
Por exemplo, as mutacbes M184l e G190E encontradas nas sequéncias das
gestantes TR35 e HF39, HC25, RGS13 sédo conhecidas por causar uma perda
drastica de fitness viral na auséncia da droga (Boyer e cols, 1998).

Em um estudo que investigou a frequéncia de mutacdes associadas a
resisténcia as classes de anti-retrovirais em pacientes néo tratados na Grécia,
onde a maioria das amostras pertencia ao subtipo B, foi observado o
polimorfismo V118l em 8% das amostras analisadas (Magiorkinis e cols, 2002).
Este polimorfismo foi descrito por estar associado a resisténcia a lamivudina
na presenca de mutagcdes a zidovudina. (Hertogs e cols, 2000). No nosso
trabalho encontramos 3 amostras apresentando a mutagao V118lI.

A resisténcia as drogas é o maior obstaculo para um tratamento efetivo da
infeccdo pelo HIV-1. A resisténcia primaria as drogas estd se disseminando em
muitos paises onde a terapia anti-retroviral & utilizada. Pessoas infectadas com
essas variantes resistentes as drogas podem apresentar um alto risco de falha

terapéutica, mesmo sem nunca terem recebido tratamento.

Transmissao vertical do HIV-1
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Até o final do século 20, era estimado que aproximadamente 1,5 milhGes de
criancas estariam vivendo com HIV no mundo e que a cada ano 500 a 600 mil
adquiriram a infeccdo de suas maes. Atualmente esses numeros chegam a 2,2
milhdes de criancas infectadas e 640.000 novos casos por ano. (UNAIDS, 2005).
Em nosso estudo comprovamos a transmisséo vertical da infeccdo em 17 das 148
(11%) gestantes, sendo 6(35%) no Rio de Janeiro e 11(65%) em Porto Alegre. A
transmissdo do virus da mée para seu filho pode ocorrer em trés momentos: intra-
Gtero, intraparto e no poés-parto, através do aleitamento materno (Bryson, 1996;
Orloff e cols, 1996).

Na nossa casuistica, a transmisséo intra-utero ocorreu em dez bebés. Neles a
positividade ao HIV foi definida por PCR DNA nos primeiros dias de vida, com duas
amostras subsequentes confirmatorias indicando transmissao intra-utero. Nos outros
7 casos de transmissdo perinatal, ndo podemos precisamente determinar o real
momento em que houve a transmisséo, se foi durante o trabalho de parto ou através
da amamentacao, por ndo ter os dados de acompanhamento destas criancas.

Em 1998 o risco de transmissao vertical em gestantes soropositivas na cidade
de Séo Paulo foi estimado em 16%, 0s autores sugerem que a maior parte das
transmissdes ocorreu devido a doenca avancada da mae e amamentacao (Tess e
cols, 1998). Nogueira e cols em 2001 encontraram uma taxa de 2,75% de
transmissao vertical em gestantes acompanhadas no Rio de Janeiro, todas com
tratamento anti-retroviral.

Resultados de um estudo no qual a testagem para o HIV foi oferecida a
gestantes no momento do parto demonstraram uma prevaléncia de positividade
entre 0,4—7,2% nas varias cidades brasileiras (Veloso e cols, 2002).

Posteriormente, em 2003 Jodo e cols estudaram uma coorte de 297 gestantes
durante cinco anos, a taxa de transmisséo ficou em torno de 3,57%, verificaram
também apesar do tratamento anti-retroviral durante a gestacdo nao houve risco
mais baixo de transmissao vertical (Jodo e cols, 2003). Andlise apresentada neste
estudo utilizando amostras representativas de gestantes provenientes de diferentes
espectros da epidemia no Brasil mostraram 1,3% de prevaléncia no RJ e 6% em
POA. Estes dados estdo sendo analisados e serdo discutidos no manuscrito em

preparacao (Veloso e cols, 2005).

Com este estudo tivemos a oportunidade de avaliar a diversidade genética do
HIV-1 em gestantes infectadas com diferentes dos subtipos virais nas regides Sul e
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Sudeste do Brasil. Estes resultados poderdo contribuir para futuros estudos sobre
vacinas e tratamento anti-HIV/AIDS. Mostramos também, o atual panorama
epidemiologico quanto a transmisséo vertical do HIV-1, onde encontramos baixas
taxas nesta categoria de exposicdo, sem associacao entre o subtipo viral e a via de
transmisséo.

Nossa casuistica de estudo pode servir como um sistema de monitoramento
da diversidade viral do HIV, assim como, no controle da transmisséo vertical no
Brasil. O estudo dos niveis de resisténcia e susceptibilidade as drogas nesta
populacao contribuird igualmente para escolha da terapia anti-retroviral futura nesta
populacdo, assim como, monitorar a transmissdo desta resisténcia através da
avaliacdo de variantes virais resistentes circulantes na populacdo de gestantes

soropositivas para o HIV-1.

Conclusodes

» Verificamos a presenca de varios subtipos circulando nas duas regides (Sul
e Sudeste) do nosso pais, e também a presenca de genomas potencialmente
recombinantes, justificando o monitoramento epidemiolégico destas regides

estudadas.

» A presenca de mutagdes de resisténcia entre mulheres sem tratamento
anti-retroviral comprova a transmissao de variantes resistentes entre individuos
infectados pelo HIV-1, e possivelmente aos seus filhos, enfatizando a importancia do

monitoramento desses niveis de resisténcia primaria na populacéo.

» Nao foram observadas diferencas significativas quanto ao status
imunoldgico, carga viral e subtipo viral em relagdo a transmissao vertical em

mulheres infectadas com os subtipos B e C do HIV-1.

» Polimorfismos especificos a determinados subtipos podem influenciar na
emergéncia de resisténcia as drogas e no impacto no tratamento e desenvolvimento

de vacinas para o HIV-1 no pais.
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» A identificacdo precoce da infecgdo pelo HIV-1 é crucial para a
implementacdo de estratégias para prevencao da transmissao vertical do HIV-1 de
mae para filho.
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