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RESUMO

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV-1 NO ESTADO DO CEARA, BRASIL. SANDRA
ROCHA GADELHA. No Brasil, o HIV-1 é representado predominantemente por virus do subtipo B,
embora um aumento no nimero de virus ndo Bs e recombinantes tem sido registrado. O HMA, baseado
no gene env, tem sido muito usado neste pais como ferramenta para monitorar a distribuicdo dos
subtipos. Como a recombinagéo intersubtipo ¢ uma importante fonte de variagdo genética do HIV-1 é
de fundamental importancia ampliar a subtipagem por HMA para duas regides distintas do genoma do
HIV: env e gag. O principal objetivo deste trabalho € identificar subtipos circulantes do HIV-1 no
estado do Ceara. Este estado esta localizado na regido Nordeste do Brasil, onde o turismo sexual e a
prostitui¢do infantil sdo fatores que favorecem a disseminac;ﬁo da epidemia do HIV. As amostras foram
coletadas no Hospital Sdo José, que é o maior hospital para HIV/AIDS no Ceara. Células
mononucleares do sangue periférico foram separadas pela metodologia de Ficol-Hipaque ¢ o DNA
genOmico extraido através da digestdo com proteinase K, seguido de purificagdo com fenol-
cloroférmio. O DNA gendmico foi usado para amplificar fragmentos dos genes env ¢ gag através de
PCR. Foi utilizada a técnica de HMA para identificar os subtipos circulantes nessa populagdo.
Amostras correspondentes a variante brasileira do subtipo B (motivo GWGR) foram identificadas por
RFLP usando a enzima de restri¢do Fokl. Foram analisamos 149 amostras positivas para HIV-1
coletadas no ano 2000. Os subtipos B, F ¢ B/F foram identificados. A prevaléncia do subtipo B foi de
94% e a prevaléncia de ambos subtipo F e recombinante B/F de 3%. Baseado na analise com a enzima
Fokl, 34% das amostras foram identificadas como a variante brasileira do subtipo B (motivo GWGR).
Foi demonstrado, nesse estudo, uma predomindncia de subtipo B semelhante a estudos anteriores
realizados com amostras da regido sudeste do Brasil. Além disso, foi demonstrado, pela primeira vez, a
presenga de subtipo F e recombinante B/F no estado Ceard. Estes resultados contribuem para um
conhecimento geral da epidemia do HIV no Brasil, fornecendo informag¢des importantes para o

planejamento de estratégias relevantes para a saude publica em nosso pais.
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ABSTRACT

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY Of° HIV-1 IN THE STATE OF CEARA. BRASIL. SANDRA
ROCHA GADELHA. In Brazil HIV-1 is prcdominantly represented by subtype B viruses
nevertheless an increasing number of non-B and few recombinants have being reported. HMA based on
the env gene has been largely used in Brazil as a tool for monitoring subtype distribution. Since
intersubtype recombination is an important source of HIV-1 genetic variation it is of paramount
importance to extend HMA subtyping using two distinct HIV regions: env ¢ gag. The main goal of the
present work is to identify circulating [1IV-1 subtypces in Ceara State using env and gag HMA. Ceara
state is located in the Northeast region of Brazil. where social problems such as sexual tourism and
child prostitution represent enhancing factors to the spreading of HIV epidemics. Samples were
collected at Sdo José¢ Hospital, which is the major hospital for HIV/AIDS in Ceard. PBMCs were
separated by Ficol-Hypaque method and genomic DNA extracted using protein-K digestion followed
by phenol-chloroform purification. Genomic DNA was used to amplify fragments of the env and gag
gene through PCR. These fragments were used in order to identify the circulating HIV-1 subtypes in
this population using HMA. Samples corresponding to the typical Brazilian subtype B variant were
further identified by RFLP using Fokl restriction enzyme. We analyzed 149 HIV-1 positive samples
collected along the year 2000. Subypes: B, F and B/l were identified. The prevalence of subtype B was
94% and the prevalence of both subtype F and B/FF reccombinants were 3%. Based on Fokl RFLP, 34%
of the subtype B samples were identilied as corresponding to the typical Brazilian subtype B. We
demonstrated a predominance of subtype B similar to previous results from studies done with samples
from the southeast region of Brazil. In the present study we show for first time the presence of HIV-1
subtype F and B/F in Ceara State. Our results contribute to the overall knowledge of the HIV epidemics
in Brazil Providing important information to support future planning for good public health care in our

country.




1. INTRODUCAO

1.1 Historico

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) foi reconhecida em 1981. Em
junho deste ano, um relato do CDC (Centers of Disease Control and Prevention) no
Morbidity and Mortality Weekley Report, descreveu cinco casos de pneumonia por
Pneumocystis carinii entre homens em Los Angeles. Nos meses seguintes, casos
semelhantes foram descritos, bem como aparente evolug@o de outras condigdes associadas a
imunodeficiéncia. Os pacientes afetados tinham alguns aspectos em comum, como uma
diminuigdo do nimero de linfécitos T ¢ comportamento homossexual e/ou uso de drogas
injetaveis.

No final de 1982 tornou-se evidente que esta nova sindrome ndo era limitada a
poucas cidades ou a individuos com comportamento de risco (homossexuais e usuarios de
drogas). Muitos casos foram descritos em varios outros estados e a sindrome foi descrita
também em hemofilicos, parceiros sexugis de membros dos grupos de risco e entre pessoas
que faziam tratamento com sangue ou hemoderivados. Todas essas observagdes indicavam
que a transmissdo ocorria através do sangue e de contato sexual e que se tratava, portanto,
de uma doenga transmissivel, o que direcionou pesquisas para o isolamento e identificagéio
do agente etiologico.

O primeiro isolado deste retrovirus foi obtido, de um paciente com AIDS, pelo
grupo de pesquisadores liderados por Luc Montaigner do Instituto Pasteur de Paris, Franga,

sendo entdo denominado LAV (Lymphadenopathy Associated Virus) (Barré-Sinoussi e



cols., 1983). Logo em seguida, nos Estados Unidos, o grupo coordenado por Robert Gallo
também isolou este retrovirus, denominando-o de HTLV-3 (human T-lymphotropic virus
type 111) (Gallo e cols., 1984). Em 1986, o Comité Internacional sobre Taxonomia de Virus,
recomendou a designagdo de HIV (Human Immunodeficiency Virus) para o virus causador
da AIDS (Coffin e cols., 1986). Neste mesmo ano foi identificado o HIV-2 (Clavel e cols.,
1986).

Até o momento, a infecgdo com HIV-1 conhecida como mais antiga corresponde a
uma amostra de 1959, proveniente da Africa (Zhu e cols., 1998). Seqiiéncias de HIV antes
do reconhecimento da AIDS podem conter informagdes cruciais para a definigdo do tempo

de origem ¢ a evolugdo subseqiiente desse virus em humanos (Zhu ¢ cols., 1998)
1.2 Epidemiologia

1.2.1. Epidemiologia global da AIDS

A AIDS é considerada a quarta causa de mortalidade em todo o mundo, sendo a
principal causa na Africa subsahariana. Desde o inicio da epidemia, mais de 60 milhdes de
pessoas ja se infectaram, sendo que destas, cerca de 20 milhoes ja foram a ¢bito (Figura 1).
A maioria das novas infec¢Ges ocorre em adultos jovens, sendo as mulheres jovens
particularmente vulneraveis (UNAIDS, 2001). Embora o primeiro caso definido de AIDS
tenha sido diagnosticado em um homossexual do sexo masculino, atualmente, a forma
predominante de transmissdo no mundo ¢ a heterossexual. A transmissdo perinatal

corresponde a cerca de 15 a 25% das novas infec¢des e podem ocorrer intra-ttero, durante



Figura 01: Numero estimado de adultos e criancas
vivendo com HIV/AIDS no final de 2001
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o parto e apds o nascimento, durante a amamentagdo. Nos paises onde algum sistema de
prevenc¢do foi adotado, uma significativa redu¢do da transmiss@o perinatal pdde ser
observada. O uso de drogas injetaveis tem um papel particularmente importante em regides
como a Asia e sul da Europa na transmissdo parenteral do HIV. A transmissdo através de
transfusdo sanguinea tem diminuido consideravelmente com a implantagdo de testes de
triagem sorologica, porém, ainda contribui para o aumento desta epidemia em locais onde
transfusdes sdo comumente usadas como tratamento e a triagem soroldgica ndo é utilizada
como rotina (Gayle e cols., 2001)..

A Africa é o continente mais afetado pelo HIV. Quando comparado com o mundo, a
Africa subsahariana tem a maior incidéncia e prevaléncia da infecgfio, menor nivel de
acesso a saude e a menor estabilidade econémica (Gayle e cols., 2001). Nesta regido, ha
cerca de 28,1 milhdes de pessoas vivendo com o virus da AIDS. Em alguns lugares, as
taxas de prevaléncia em mulheres gravidas sdo superiores a 30%, e em paises, como
Botswana, Malawi, Mog¢ambique, Swazilandia, a expectativa de vida que seria de
aproximadamente 62 anos, passou para menos de 40 anos com o aparecimento da AIDS.
Na Europa Oriental, particularmente na Russia, a epidemia apresenta o crescimento mais
rapido do mundo e a maioria dos casos notificados esta relacionado ao consumo de drogas
endovenosas. Na Asia e Pacifico, a incidéncia de infec¢des pelo HIV tem aumentado
bastante nos ultimos anos, com cerca de 7,1 milhdes de pessoas vivendo com AIDS em
2001. No Oriente Médio e Africa do Norte, em geral, a prevaléncia do HIV ¢ baixa, embora
tenha se verificado um numero crescente de infecgdes. Na América Latina e Caribe existem
cerca de 1,8 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV. O Caribe é a segunda regido mais
afetada do mundo, com a AIDS representando a principal causa de mortalidade em alguns

paises. Nos paises desenvolvidos, como Australia, Canada, Estados Unidos e paises da




Europa Ocidental, observa-se um aumento nas taxas de infecgdo através de contato sexual.
Nesses paises, estima-se que 1,5 milhdes de pessoas tenham se contaminado com HIV

(UNAIDS, 2001).

1.2.2. Epidemiologia da AIDS no Brasil

Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram detectados no inicio da década de 80,
na regido sudeste, nos municipios de S3o Paulo ¢ Rio de Janeiro, ¢ o agente etiolégico
isolado pela primeira vez no pais em 1987 (Galvao-Castro e cols, 1987). De acordo com a
historia natural da doenga, acredita-se que a entrada do virus no pais deve ter ocorrido na
década de 70 e apos ter se concentrado na regido sudeste houve disseminagdo para o resto
do pais.

De acordo com dados do Ministério da Satde, entre 1980 e 2001, 215.810 casos de
AIDS foram notificados, sendo 159.226 do sexo masculino ¢ 56.584 do sexo feminino.
Deste total, 105.595 6bitos por AIDS foram registrados em todo pais.

O grupo etario mais atingido, em ambos os sexos, tem sido o de 20 a 39 anos.
Quanto aos tipos provaveis de transmissdo do HIV, dentre os casos notificados entre 1980 e
2001, a transmissdo sexual representa 26,6%, a transmissdo homossexual 17,2%, a

bissexual 9,8% e o uso de drogas injetaveis 18,5% (Ministério da Saude, 2001).

A epidemia no Brasil se caracterizou por trés grandes fases, com importantes
mudancas no perfil epidemiolégico ao longo do tempo. Na primeira fase (1980-1986)
predominou a transmissdo sexual, especialmente entre homo/bissexuais masculinos e entre
individuos de alta escolaridade, concentrados principalmente na regido sudeste. Na segunda

fase (1987-1991) tem importdncia a transmissfo entre usuarios de drogas e através de



transfus@o sangiiinea. Além disso, uma maior propor¢do de casos vinha sendo atribuida a
transmissdo heterossexual. Comega a haver também uma regionalizagdo do padrio de
transmissdo. A terceira fase ou fase atual (1992 até hoje) esta relacionada a um aumento da
disseminagdo entre heterossexuais (Figura 2), afetando mulheres e seus filhos, bem como

regionalizagdo, especialmente entre populagdes de baixa renda (Ministério da Saude, 2001)

O aumento expressivo do numero de mulheres infectadas no perfil epidemioldgico
da doenga pode ser constatada na progressiva reducdo da razdo de sexo entre todas as
categorias de exposi¢io, que passou de 24 homens: 1 mulher, em 1985, para 2 homens: |
mulher, em 1999/2000 (Dhalia e cols., 2000). Uma das conseqiiéncias diretas dessa maior
participa¢do feminina ¢ o progressivo aumento da transmissdo vertical. A primeira
ocorréncia de transmisséo perinatal registrada no Brasil foi em 1985. Desde entfo, ja foram
notificados até junho de 2001, 6.015 casos (2,8% do total) de infecgdes pelo HIV-1 em

criangas menores de 05 anos (Ministério da Sainde, 2001).

O acesso aos antiretrovirais de forma gratuita e universal, na rede de saude publica
no Brasil, foi garantido desde 1996. De acordo com a Lei 9.3131/96 ¢ de responsabilidade
do Governo disponibilizar um tratamento mais adequado aos pacientes infectados pelo HIV
dentro de parametros técnicos e cientificos definidos pelo Ministério da Saude, por
intermédio da Coordenagdo Nacional (CN) de DST e AIDS. O impacto dessa medida foi
bastante positivo, reduzindo os indices de mortalidade pela infecgdo pelo HIV-1 e
melhorando a qualidade de vida dos individuos infectados. No Brasil, acredita-se que com
o advento da terapia antiretroviral foram evitadas cerca de 146.000 hospitaliza¢des

entre1997 €1999. Além disto, o tempo médio de hospitaliza¢do de um individuo infectado



Figura 02 - Casos de aids, segundo as principais categorias
de exposicao e ano de diagnoéstico. Brasil, 1980 - 2001*.
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pelo HIV caiu significativamente de 38 dias em 1995 para 20 dias em 1997, observando-se
ainda, significativa redug¢@o na demanda para tratamento de doengas oportunistas. Portanto,
a terapia antiretroviral significou menos morte € menos internagdo. No Brasil, como o
acesso a satide publica e as condi¢des sécio-econdmicas sfo precarios, a decisdo de
assegurar a disponibilidade dos antiretrovirais na rede publica representou uma grande

conquista para pessoas que vivem com HIV/AIDS e para a sociedade em geral.

1.2.3 Epidemiologia da AIDS no Nordeste

A regido Nordeste, formada pelos estados do Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande
do Norte, Pernambuco, Paraiba, Alagoas, Sergipe ¢ Bahia, ¢ a terceira em extensio
territorial e a segunda do pais em populagéo, abrigando cerca de 38 milh&es de habitantes,
o que corresponde a cerca de 30% dos brasileiros. O estado mais povoado da regido é a
Bahia, seguida por Pernambuco ¢ Ceara. Quando se considera o total de casos notiticados
de AIDS na regifo, esses sdo também os trés estados mais afetados.

De acordo com dados do Ministério da Satide foram notificados entre 1980 e junho
de 2001 19.752 casos de AIDS no Nordeste.

A regido Nordeste é caracterizada pelos maiores indices de pobreza do pais, o que
coloca tal regido numa situacdo de grande vulnerabilidade quanto a disseminag¢ido do HIV.
Além da pobreza, outro fator importante que favorece a disseminagdo do HIV, é o turismo
sexual. O Nordeste, especialmente as cidades litordneas como Recife, Natal, Aracaju,
Fortaleza e Salvador, com suas praias e atra¢des, concentra ¢ maior nimero de turistas
nacionais e estrangeiros, bem como um intenso fluxo de sexo-turismo. Além da prostitui¢éo
tradicional, as adolescentes também formam um contingente regional de mulheres vivendo

dessa profissdo (Ministério da Saide, 2001).



O estado do Ceara

O estado do Ceara possui uma area de 146.348,3 Km® com uma populagio de
7.200.167 habitantes, segundo proje¢des para o ano 2000, de acordo com o IBGE. A
capital, Fortaleza, possui 2.147.000 residentes ¢ esta dividida em 20 bairros ¢ em 6
secretarias executivas regtonais. O primeiro caso de AIDS identificado no Ceara ocorreu
em 1983, em um paciente de 23 anos, atendido no Hospital Universitario Walter Cantidio
(Ministério da Saude, 2000). Até setembro de 2000 foram notificados 3.165 casos,
tornando o Ceara o terceiro estado do nordeste em namero total de casos. Destes, 78 sdo
criangas e 3.087 adultos. O sexo masculino representa 79% dos casos notificados, embora
se verifique crescimento no registro de casos de infec¢do em mulheres. Atualmente, a
propor¢do € de trés homens infectados para cada mulher com HIV. Na primeira década
(1983-1989), 86% dos casos notificados encontrava-se em Fortaleza. Ao longo da segunda
década houve um declinio nos casos de AIDS na capital (60%), com aumento importante
de ocorréncia no interior. A faixa etaria de maior concentragdo dos casos ¢ a de 20-44 anos.
A transmissdo sexual é a principal via de transmissdo do HIV/AIDS. A categoria
homo/bissexual masculina foi durante vartos anos a categoria mais afetada pela infecgéo,
no entanto, a curva de transmissdo entre heterossexuais aumentou consideravelmente na
ultima década e ambas as categorias tém praticamente a mesma importancia na fase atual
(Figura 3).

Existem casos notificados de HIV em 141 dos 184 muntcipios do estado. O perfil do
individuo infectado no Ceara, e em especial em Fortaleza, confirma a pauperizagdo da
epidemia e a tendéncia de disseminagdo entre individuos de baixa escolaridade (Ministério

da Saudde, 2000).



Figura 3. Casos de aids segundo as principais categorias de
exposicao e ano dediagnostico. Ceara, 1980 - 2001*.
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No Ceard, a disseminagdo desse virus esta relacionada ao éxodo rural, que
concentra, na periferia, grandes aglomerados de baixa renda, baixa escolaridade e pouco
acesso aos servigos basicos de saude. Além disso, o turismo sexual ¢ um fator importante
para a disseminag¢éo do virus ¢ esta relacionado com a possibilidade de introdugéo de novos
subtipos (Ministério da Saude, 2000). Considerando os aspectos relacionados ao virus e
aepidemia causada por ele, fica evidente a necessidade de reforgar o sistema de vigilancia

do polimorfismo do HIV.

1.3 Classificagdo do HIV

O HIV pertence a familia Retroviridae. Esta familia inclui toda particula viral com
genoma RNA e presenca da enzima transcriptase reversa, que permite ao virus
retrotranscrever seu genoma de RNA em uma molécula de DNA. Dentro da familia
Retroviridae, o HIV pertence a subfamilia Lentivirinae. Os lentivirus sdo caracterizados
por produzirem, em geral, infec¢do persistente cronica com desenvolvimento de danos
progressivos ao sistema imune do hospedeiro e como consequéncia alteragdes patologicas
nos estagios tardios da doenga (Hu e cols., 1996; Barré-Sinoussi, 1996; Leitner e cols.,
1996).

Até o momento, foram identificados dois tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2. Os modos
de transmissdo entre ambos sdo os mesmos, porém, enquanto o HIV-1 estd associado a
infecgdes em todo o mundo, o HIV-2 tem distribuigdo restrita 4 Africa central e oriental,
embora registros de casos isolados também tenham sido feitos nos EUA, Europa, Asia,

Brasil, Argentina e India (Gallo e cols., 1996, Clavel e cols., 1986).



QOutros membros do grupo lentivirus infectam primatas ndo humanos e sdo
coletivamente denominados de virus da imunodeficiéncia simia (SIV), com uma subscrigio
para indicar a espécie hospedeira de origem: african green monkeys (SIVagm), sootey
mangabey monkeys (SIVsm), mandrills (SIVmnd), sykes monkeys (SIVsyk) e chipanzés
(SIVepz) (Cohen e cols., 1998; Barré-Sinoussi, 1996; Hahn e cols., 1994).

Muitas espécies de primatas estdo infectados com SIV na selva, contudo os
lentivirus de primatas ndo humanos sdo geralmente ndo patogénicos em seu reservatdrio
natural. Porém, a transmissdo do SIV de uma espécie para outra, que ndo o reservatorio
natural, pode resultar em patogenicidade.

Existem evidéncias de que a AIDS constitui uma zoonose ¢ que a transferéncia
cruzada de lentivirus de primatas para o homem deu origem a esses dois novos patogenos
humanos (Hahn e cols., 1994; Sharp ¢ cols., 1994; Gao e cols., 1999). Indicios que
permitiram chegar a essa conclusio incluem similaridade na organizagdo gendmica entre
SIV e HIV, coincidéncia geografica na ocorréncia destes dois virus, rotas plausiveis de
transmissdo, relacionamento filogenético e prevaléncia do lentivirus de primata no seu
hospedeiro natural. O reservatorio primario do HIV-2 foi identificado como sendo o sooty
mangabey (Cercocebus atys), enquanto que no caso do HIV-1, foi mostrado por Gao ¢
colaboradores (Gao e cols., 1999), que chimpanzés Pan troglodytes troglodytes infectados
com SIVcpz seriam responsaveis pela transmissdo ao homem. Os autores, porém, nio
descartam a possibilidade de que outras espécies de chimpanzés também tenham
funcionado como reservatdrio primdrio e reforcam a necessidade de mais estudos sobre a
histéria natural e biologia do SIVcpz/HIV-1 para o perfeito entendimento desta rota de

transmissdo, bem como de sua freqiiéncia.



1.4 Estrutura viral (Figura 4)

O HIV-I tem uma estrutura icosaédrica, com cerca de 110 nm de didmetro e consiste
de uma camada lipidica ou envelope que envolve o nucleocapsidio. A regido mais interna é
o core central, contendo duas copias idénticas de uma fita de RNA e enzimas virais. O
genoma RNA apresenta caracteristicas tipicas dos retrovirus, com aproximadamente 9.500
nucleotideos (10kb), ocupados em grande parte pelos trés genes estruturais: gag (grupo
antigeno), pol (polimerase), env (envelope). O genoma é flanqueado por duas regides
contendo seqiiéncias repetitivas, denominadas longos terminais de repetigio (LTR-long
terminal repeat region), onde estdo as principais seqiiéncias promotoras para a transcrigdo
dos genes virais. Ha ainda, seis outros genes acessorios e regulatorios no genoma, sendo os
cincos: vif, vpr, tat, rev e nef comuns ao HIV-1 e HIV-2 e, vpu e vpx para o HIV-1 e HIV-
2, respectivamente (Hahn e cols., 1994; Cohen e cols., 1998; Abbas, 2000) (Figura 5).

O envelope viral, derivado da membrana celular do hospedeiro, ¢ constituido por
duas glicoproteinas extensivamente glicosiladas: gﬁlZO e gp4l. A estrutura primaria da
gp120 mostra uma alternancia de cinco regides conservadas (C1-C5) e 5 regides varidveis
(V1-V5), que se encontram distribuidas da seguinte forma, a partir da extremidade 5’:
CIVIV2C2V3C3V4C4aV5Cs.

O complexo glicoprotéico formado entre gpl20-gp4l apresenta uma estrutura
trimérica composta de seis subunidades individuais: trés moléculas de gp120 e trés de gp41
que medeiam a ligagdo e fusdo & membrana celular (Moore € cols., 2001). A localizagdo da

gp120 ¢ totalmente exterior € a gp41 tem localizagdo transmembranar. Ambas séo
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produzidas a partir da clivagem de uma glicoproteina precursora, a gpl60, cuja sintese é
iniciada a partir da transcri¢do do gene env (Hahn e cols., 1994; Cohen e cols., 1998) .

Abaixo da bicamada lipidica estd a proteina da matriz, pl7, que é codificada pelo
gene gag. Além da pl7, s@o codificadas também por gag, as proteinas: p24, que
corresponde a maior proteina do capsidio; p7, proteina com motivos de ligagdo entre
proteinas e acidos nucléicos, e p6, um peptideo derivado da regido 5° da proteina percursora
da proteina gag com fungdes relacionadas ao brotamento de virions € a incorpora¢do da
proteina vpr nas particulas virais. Sdo ainda consideradas proteinas estruturais as enzimas
envolvidas no processo de replicagdo e integracdo do RNA viral: p66/p51 (transcriptase
reversa), pl0 (protease) e p32 (integrase), codificadas pelo gene pol. As proteinas dos genes
gag e pol sdo traduzidas como uma poliproteina precursora que deve ser clivada pela
protease nas subunidades distintas (Hahn e cols. 1994; Cohen e cols., 1998; Abbas, 2000).

Os genes que codificam vdrias proteinas acessérias e regulatérias (tat, rev, nef, vif,
vpu, vpr, vpx) ndo sdo expressos da mesma forma em todos os membros do grupo dos
lentivirus complexos, refletindo assim adaptagdes e evolugdes diferentes nos diversos
hospedeiros primatas. As proteinas codificadas atuam de forma variada na regulagdo do
HIV.

- As longas regides terminais repetidas (LTR) ndo codificam proteinas, mas sdo
essenciais para a regulacdo da expressdo viral. Fatores transcripcionais do hospedeiro e
codificados pelo virus ligam-se a regides especificas da LTR e promovem a expressdo de
genes do HIV. As regides LTR contém regides com sinais para poliadenilagio, TATA box,
sequéncia promotora ¢ sitios de ligacdo para dois fatores transcricionais: NFkB ¢ SP1

(Abbas, 2000). Seqiiéncias desta regido também estdo envolvidas na integra¢do proviral,



onde dois pares de base sdo perdidos antes dele ser inserido ao genoma celular (Hahn e
cols., 1994).

Os virtons possuem também outras proteinas oriundas do hospedeiro no seu
envelope, tais como: microglobulina-B2, moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade, actina e ubiquitina. Tem sido proposto, que estas proteinas
facilitariam a fusdo ¢ penetra¢do do virus na célula, além de estarem envolvidas com a

patogénese viral (Hahn e cols., 1994).

1.5. Ciclo viral (Figura 6)

As membranas plasméticas contém centenas de proteinas e muitas delas t€m sido
potencialmente capazes de interagir com componentes virais (Dimitrov, 1997). Para entrar
nas células alvo, o HIV utiliza o receptor CD4, bem como receptores de quimiocina, que
sdo denominados co-receptores. O receptor CD4, presente em células T, macrofagos e
células dendriticas, é uma glicoproteina de superficie, cuja fungdo fisiologica é ligar-se a
moléculas do MHC-II presentes na superficie das células apresentadoras de antigeno (APC)
(Cohen e cols., 1998; Hahm e cols., 1994).

A fusdo do HIV com a célula alvo € iniciada através da interacio da proteina gp120
e o receptor CD4. O sitio de ligagdo da molécula de CD4 na gpl120 esté localizado dentro
de uma depressio, na interface dos trés dominios que compreendem a estrutura da gp120. A
superficie do sitio de ligagdo do CD4 ¢ isenta de glicosilagdo e relativamente bem
conservada entre isolados do HIV-1 (Moore e cols., 2001). A interagdo entre gpl120 e CD4
¢ de alta afinidade e além de permitir a jungio entre virus e célula alvo induz mudangas

conformacionais necessarias para os estagios subsequentes da entrada viral, incluindo
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ligagdo ao correceptor e exposi¢do de uma regido hidrofébica da gp41, chamada de peptidio
de fusdo (Cohen e cols., 1998; Hahn e cols., 1994; Dimitrov, 1997). A proteina gp41l
promove a fusdo do virus a membrana celular do hospedeiro ¢ em seguida a entrada do
capsomero no citoplasma da célula (Cohen ¢ cols., 1998; Hahn e cols., 1994).

Apbs a internalizagdo do virus, o core deve ser exposto de forma adequada para que
a transcrigdo reversa do RNA viral em cDNA seja efetuada. Completada a sintese do
cDNA, este, juntamente com a integrase ¢ a transcriptase reversa formam um complexo
que ¢ transportado ao ntcleo. No nucleo, a integrase promove uma integragdo aleatoria e
covalente do DNA viral ao genoma celular, levando a formagdo de um provirus. O DNA
proviral funciona como um molde para a produgio de RNAs virais (Hahn e cols., 1994).

O inicio da transcrigdo génica do HIV esta ligado a ativagdo fisiologica das células
T por antigenos ou citocinas, e provavelmente, envolve a indugdo de fatores nucleares que
interagem com seqiiéncias de ligagdo para NFkB na LTR.

A montagem do virus ocorre préxima a membrana celular, o qual € liberado, através
de brotamento, juntamente com elementos da membrana celular do hospedeiro.

O conhecimento dos processos de entrada do virus e do seu ciclo reprodutivo é de
grande importancia, pois permite determinar estratégias para o desenvolvimento de terapias

antiretrovirais (Dimitrov ,1997).

1.6 Células alvo

Tem sido demonstrado, in vitro, que uma ampla variedade de células com marcador
CD4 podem ser infectadas, ou ainda, servir como carreadores ou reservatorio para

disseminagdo da infecgfio pelo HIV (Cohen e cols., 1998). Os linfécitos T CD4" e células
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da linhagem monocitica (macréfagos) sdo os principais alvos da infec¢do pelo HIV. Os
reservatdrios incluem além de macrofagos e linfocitos T latentemente infectados, fontes
extracelulares do virus, como células dendriticas e células foliculares dendriticas (Moie e
cols., 2000).

Geijtenbeek e colaboradores (Geijtenbeek e cols., 2000) demonstraram a liga¢do
entre a gp-120 e um receptor tipo lectina especifico para célula dendritica (DC-SIGN). DC-
SIGN, de acordo com os autores, ndo funciona como um receptor para a entrada do virus na
célula dendritica, mas captura o HIV na periferia e facilita seu transporte para os 6rgios
linféides, infectando células que expressam CD4 e receptores de quimiocina. Foi mostrado
ainda, por Moir ¢ colaboradores (Moir e cols, 2000), que assim como as células foliculares
dendriticas, os virus ligam-se aos linfdcitos B através de receptores de complemento e
servem como fonte de infecgdo de células CD4". Tem sido demonstrada também, a
infecgdo, in vitro, de células CD4°, contudo expressando altos niveis de correceptor

(Trujillo Jr e cols., 2000).

1.7 Correceptores do HIV

A descoberta de varios receptores de quimiocinas servindo como correptor para o
HIV permitiu demonstrar que a entrada viral na célula é um processo multifatorial e
compreende varios estagios (Dimitrov, 1997). Os correceptores mais utilizados pelo HIV-1
sdo o CCRS e CXCRA4, expressos tanto em células T, como em macréfagos. O CCRS ¢ um
receptor natural para B-quimiocinas: RANTES (regulated upon activation, normal T-
expressed and secreted), MIP-la  (macrophage inflamatory protein Ila), MIP-

1B(macrophage inflamatory protein 1f), enquanto que CXCR4 ¢é receptor para «o-
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quimiocinas, como a SDF-1a (stromal derived factor Ia). Outros correceptores para o
HIV e/ou SIV ja foram identificados: CCR1, CCR2b, CCR3, STRL33, GPR15, GPRI1,
V28, CCR8 e US28 (Wu Lijun e cols., 1996; Dimitrov, 1997; Cohen e cols., 1998).

De acordo com o co-receptor utilizado, os isolados virais podem ser classificados
como trépicos para CCRS ou CXCR4. Além disso, de acordo com a habilidade de induzir a
formagdo de células gigantes ou sincicios, os isolados sdo classificados como indutores da
formacdo de sincicios (SI) ou nfo indutores da formagdo de sincicios (NSI). A transi¢do
NSI para SI pode ocorrer por mutagdes de poucos aminodcidos, predominantemente no
terceiro dominio varidvel da proteina do envelope gp 120 (alga V3) (Cohen e cols., 1998).
Sabe-se que a alga V3 ¢ o mais importante dominio do envelope relacionado com fenétipo
viral e o tropismo celular e representa o principal dominio para anticorpos neutralizantes do
HIV.

Em geral, as cepas SI sdo encontradas mais tardiamente com a progresséo clinica da
doenga, e esta selegdo parece estar relacionada com a capacidade desses virus usarem um
repertorio maior de moléculas para entrar na célula (Cohen e cols., 1998).

Foi demonstrada por Bou-Habib e colaboradores (Bou-Habib e cols., 1994),
diferengas na alga V3 entre virus NSI e SI. Foram detectadas quatro substitui¢des de
aminoacidos ¢ uma inser¢do, resultando na adi¢do de trés cargas positivas. Essas
substituigdes na regido V3 ou em outros sitios podem levar a alteragdes na conformagao do
envelope viral, afetando sua exposi¢do ¢ antigenicidade. As cepas tropicas para CXCR4,
por exemplo, possuem o dominio V3 mais exposto e consequentemente mais susceptivel a

neutralizagdo por anticorpos monoclonais. Enquanto que nas cepas tropicas para CCRS, a
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alga V3 € pobremente exposta e, embora ainda capaz de elicitar anticorpos neutralizantes,

apresenta resisténcia a neutralizag3o.

1.8 Historia Natural

A infecgdo primaria pelo HIV ocorre quando virions presentes no sangue, sémen, ou
outros fluidos corporais de um individuo infectam células de outro individuo. Dependendo
do sitio inicial de exposigdo, células T CD4, mondcitos, macrofagos ou células dendriticas
podem ser as primeiras células infectadas. E provavel, que através da transmissdo via
mucosa, as células de Langerhans tenham um papel importante na disseminag¢do da
infec¢do para tecidos mais profundos (Kahn e cols., 1998; Abbas, 2000). As células
dendriticas carreiam o HIV, e uma vez nos tecidos linfoides, podem passa-lo para células T
CD4" através de interagdes célula-célula. Dentro de dias apds a infeccdo inicial pode ser
detectada nos linfonodos uma replicagdo abundante, que leva a viremia e a uma variedade
de sinais ndo especificos (Fauci, 1996).

Cerca de trés a seis semanas apds a infec¢do primaria pelo HIV, aproximadamente
50% dos individuos experimentam uma sindrome aguda e alto limitada que persiste por
uma semana ou mais. Esta sindrome aguda esta associada a altos titulos de replicagdo viral
e diminui¢do dos niveis de CD4" no sangue periférico. Em geral, os niveis de CD4"
retornam a niveis préximos do normal, porém algumas vezes a queda dessas células é tdo
brusca e os niveis de viremia tdo altos, que infec¢des oportunistas podem ocorrer. Os niveis
de CD8" e células B também declinam, porém os niveis de CD8" voltam ao normal ou

acima dos niveis normais cerca de trés ou quatro semanas apds a sindrome aguda. Apesar
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dos altos niveis de virus em replicagdo nesta fase, os testes de rotina para detecgdo de
anticorpos geralmente falham em detectar a nova infecgdo, pois a sindrome clinica da
infecgdo primaria precede a soroconversdo. Nesta fase, os testes mais sensiveis sdo aqueles
que detectam o proprio virus (Cohen e cols., 1998; Kahn e cols, 1998).

Em uma segunda fase, denominada de laténcia clinica, a viremia plasmatica é
reduzida, e um estado de equilibrio € alcangado devido a resposta imune especifica, que
limita a replicagdo viral. Neste periodo, morte celular ¢ a substituigdo de células estdo em
equilibrio com a produgdo de quantidades relativamente constantes de virus e células
infectadas na circulagdo, bem como declinio gradual de CD4. Apds um periodo que pode
variar entre trés ¢ dez anos, os numeros de CD4 caem a valores muito baixos e os sintomas
de AIDS aparecem, juntamente com os altos niveis de carga viral ¢ grande niimero de
células infectadas em circulagdo. A AIDS ¢, portanto, caracterizada por uma perda critica
da competéncia do sistema imune, levando a uma severa imunossupressdo, doengas
constitucionais, doengas oportunistas e neoplasias (Coffin ¢ cols., 1995; Cohen e cols.,

1998; Kahn e cols., 1998).

1.9 Patogénese

Os individuos infectados pelo HIV apresentam disfung¢des em praticamente todos os
componentes do sistema imune, incluindo: diminui¢io da fungédo de células T auxiliadoras,
resposta de hipersensibilidade tardia alterada, deficiéncia de resposta T citotdxica,
diminui¢do de células natural killer, bem como alteragdo da atividade de apresentagdo de
antigeno. Células apresentadoras de antigeno (APC) infectadas com HIV possuem

propriedades  alteradas, com diminui¢do de MHC-II (complexo maior de
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histocompatibilidade classe II}) e CD80/86 ¢ aumento de Fas e FasL, o que resulta em
sinalizagdo aberrante. Essas altera¢Ges induzem a delecdo clonal de células T auxiliadora
via apoptose (Shearer, 1998).

O sistema imune ¢ cronicamente ativado em resposta a replicagdo persistente do
HIV, o que favorece o aumento da infecgdo (Cohen e cols,. 1998; Shearer, 1998; Lawun e
cols., 2001; Sereti e cols., 2001). O ciclo viral do HIV estd intimamente ligado ao estado de
ativagdo celular, sendo dependente da exposi¢do de receptores de superficie celular para
entrada na célula, das muitas vias citoplasmaticas para eventos aferentes e eferentes do seu
ciclo e da maquinéria de transcrigdo do niicleo da célula para a expressdo de seus genes.
Embora a ativagdo imune em resposta a microorganismos seja essencial para montar uma
resposta efetiva, paradoxalmente, no caso do HIV, ela fornece um ambiente imunoldgico
que direciona a replicagio viral e a progressdo da doenga, e que pode levar ainda a
alteragdes do gendtipo e fendtipo viral, aumentar a apoptose das células do sistema imune ¢
suprimir a regulag@o hematopoiética (Lawn e cols., 2001).

Além de fatores relacionados com o hospedeiro, que incluem ativagdo celular,
resposta imune e presenca de certas citocinas, os niveis de replicacdo do HIV sdo
influenciados por fatores virais, tais como: fifness replicativo, taxas de mutagdo e
citopatogenicidade. Um aumento da replicagdo, de forma consistente, é observado quando o
sistema imune de individuos infectados com HIV ¢ ativado por estimulos exdgenos, como
por patégenos oportunistas. Estes fatores exdgenos tém um papel fundamental na regulagdo
da replicagdo viral, por perturbar a ativagdo celular e produgdo de citocinas. A infecg¢io
pelo HIV pode ainda apresentar um curso mais agressivo em paises onde ndo existem boas
condi¢des sanitarias, provavelmente, devido a constante ativagdo do sistema imune em

decorréncia do alto nivel de doengas endémicas, como tuberculose, malaria, infec¢des com
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helmintos, etc. (Fauci, 1996, Lawn e cols., 2001). Entretanto, uma evolug¢dio mais rapida
para a AIDS pode ser resultante de fatores diversos tais como a circulagio cada vez maior
de cepas mais virulentas e a precariedade nos servigos de satide. Estes fatores contribuem
ao mesmo tempo para o surgimento de co-infecgdes que parecem estar associadas a
progressdo para AIDS (Lawun e cols. 2001).

Dentre as manifestacdes da ativagdo do sistema imune induzidas pelo HIV,
podemos citar: hipergamaglobulinemia, proliferagdo espontdnea de linfocitos, ativagio de
mondcitos, aumento da expressdo de marcadores de ativagio em células T CD4" e CD8",
hiperplasia linféide, aumento da expressdo de citocinas proinflamatorias, elevacdo dos
niveis de microglobulina (Cohen e cols., 1998).

A disfungdo e deplecdo de células T CD4" sdo resultados de efeitos diretos do virus,
que infecta e destréi estas células, bem como de efeitos indiretos, que incluem: formagéo de
sincicio (que corresponde a fusdo entre células infectadas e ndo infectadas, resultando em
c€lulas gigantes multinucleadas ou sinciciais), reagdes de autoimunidade, estimulagdo por
superantigenos, destrui¢do de células ndo infectadas carregando gpl120 na sua superficie
levando a infec¢do de células progenitoras e apoptose (Cohen e cols., 1996; Shearer, 1998).
A destruigdo de células T nfo infectadas € um dos grandes responsaveis pela deplegdo de
células T periféricas e ocorre em tecidos linfoides, onde essas células entram em contato
com outras infectadas ou com gp120 soluvel (Vlahakis e cols., 2001).

Foi demonstrado por Vlahakis e colaboradores (Vlahakis e cols., 2001), que a
ativagdo do receptor de quimiocina pelo envelope do HIV deve determinar o mecanismo de
morte celular de linfécitos T infectados ou ndo. A ativagdo de CCRS5 induz um mecanismo
de morte celular dependente de caspases em células T infectadas e ndo infectadas, enquanto

a ativagdo de CXCR4 por virus X4 causa morte de células T CD4 infectadas ou nio
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infectadas e de células T CD8 por mecanismo independente de caspases. Estes resultados
sugerem que células T CD8 podem ser depletadas, in vivo, quando em contato, dentro do
tecido linféide, com virus X4 ou com proteinas soluveis do envelope, além disso,
demonstram que inibidores de caspases ndo alteram esse processo de morte celular. Cepas
tropicas para CCRS predominam nos estagios iniciais da infec¢do e estdo associadas com o
declinio de CD4, mas ndo o de células CD8. Nos estagios tardios da infecgdo as cepas X4
prevalecem e ha tanto deplecdo de células CD4, como de CD8 (Vlahakis e cols., 2001).

Os mecanismos de disfungdo de células T CD4 sdo somente parcialmente
compreendidos. Durante a infecgdo varios marcadores de superficie de ativagdo, moléculas
co-estimulatdrias e citocinas sdo expressos de forma alterada. A perda funcional de células
T CD4, além da perda quantitativa, permite a compreensdo da dimensdo da
imunopatogénese do HIV (Cohen e cols., 1998).

As citocinas sdo mediadores soliveis da inflamagfo, ativacdo, diferenciacdo e
processos de quimiotaxia e tém um efeito complexo na resposta ao HIV. A replicagdo do
HIV ¢ regulada positivamente por varias citocinas: IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, TNF-p, M-CSF,
GM-CSF, sendo TNF-a e IL-1f as mais potentes. Por outro lado, a secre¢do de outras,

como INF-a e INF-B, resulta em supressdo da replicagdo (Fauci, 1996; Cohen e cols.,

1998).

2.0 Resposta Imune

LLogo apds a infeccdo com HIV, observa-se uma rapida e forte resposta celular
especifica, com potente atividade de linfocitos T auxiliadores e resposta T citotdxica

mediada por linfocitos T CDS8, cujo pico de atividade corresponde a uma profunda queda da
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viremia plasmatica (Shearer, 1998). A reposta imune primaria também inclui altos titulos
de anticorpos especificos para o HIV, que mesmo ndo sendo neutralizantes, podem
propiciar a dimunuigdo da viremia por mecanismos como: lise mediada por complemento,
ADCC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos) e outros (Cohen e cols., 1998).

Os anticorpos neutralizantes séo detectados na fase cronica e seu papel no controle
da replicagdo do HIV in vivo ainda ndo esta claro. Muitos desses anticorpos reconhecem a
regido V3 da gpl20 e impedem a fusdo virus-célula e a entrada do virus na célula alvo
(Cohen e cols., 1998). Os anticorpos neutralizantes sdo mais eficientes em neutralizar cepas
de laboratério trépicas para CXCR4, por estas possuirem o dominio V3 mais exposto,
enquanto que nas cepas tropicas para CCRS a alga V3 ¢ pobremente exposta. Embora estas
ultimas sejam capazes de induzir a formagfio de anticorpos neutralizantes, apresentam
resisténcia a neutralizagdo (Bou-Habib e cols., 1994). Os virus primarios utilizam
preferencialmente o correceptor CCRS e sdo mais resistentes a resposta imune humoral.

O papel fundamental dos linfécitos T citotdxicos na supressio da replicagdo viral é
sugerido pela clara relagdo entre resposta CTL (linfécito T citotoxico) e diminuigdo da
viremia, bem como diminui¢do da atividade CTL especifica com a progressdo da doenga
(Cohen e cols., 1998; Letvin e cols., 2001). Os linfécitos T citotoxicos reconhecem
antigenos processados e apresentados juntamente com proteinas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC-1) e além de levar a lise célular, produzem varios mediadores
soluveis, entre eles citocinas como IL-2, IFN-y e TNF-a, quimiocinas (ex: RANTES) e
citotoxinas (ex. perforina) (Letvin e cols., 2001; Appay e cols., 2000).

Os mediadores liberados pelos CTLs tém ag¢des variadas e contribuem para a vasta

gama de fungdes exercidas por esses linfocitos. As perforinas, por exemplo, promovem a
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destruigdo da célula através da formagdo de poros na membrana celular de células alvo. Foi
demonstrado por Appay e colaboradores (Appay e cols., 2000), através da analise de fatores
soltveis secretados por linfocitos T CD8" de individuos assintomaticos infectados com
HIV, que essas células eram funcionais quanto a producdo de citocinas, porém produziam

muito menos perforina, o que poderia resultar em células incapazes de eliminar o virus.

2.1 Variabilidade genética

O HIV-I apresenta alto nivel de variacdo genética resultando em isolados com
seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos divergentes. Essa grande diversidade genética €
um dos principais obstaculos para o desenvolvimento de uma vacina universal eficaz. Além
disso, permite o escape da resposta imune, possibilita 0 aumento de resisténcia a drogas €
pode interferir na sensibilidade e especificidade de testes diagnosticos (Hu e cols., 1996;
Osmanov e cols., 1996; Robertis e cols., 1988; Bonhoeffer e cols. 1995; Peeters e cols,
2000; Thomson e cols, 2001).

A emergéncia de virus mutantes pode ser atribuida a rapida geragdo e furnover de
variantes virais e a alta taxa de erro da transcriptase reversa do virus, que resulta na
substitui¢do de aproximadamente um nucleotideo por genoma viral por ciclo de replicagéo.
A trancriptase reversa ndo apresenta atividade exonucleasica 5°-3’durante o processo de
sintese da dupla fita de DNA, o que permite que os erros néo corrigidos sejam incorporados
durante a sintese do DNA viral. Substitui¢des, delegdes e inser¢des também podem ocorrer,
embora a frequéncia desses erros sejam mais dificeis de estimar (Cohen e cols., 1998;

Osmanov ¢ cols., 1996; Zhang e cols., 1997; Robertis ¢ cols., 1988).
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Outro mecanismo que favorece o aumento da diversidade viral é o mecanismo de
recombinagdo, que ocorre quando diferentes virus estdo replicando dentro da mesma célula.
O alto poder de recombinag¢do do HIV, aparentemente, € conseqiiéncia do seu genoma
dimérico e de uma trancriptase reversa que pode realizar troca de fitas durante a sintese do
DNA proviral. Com o aumento da analise de seqiiéncias virais por sequenciamento total do
genoma, um grande numero de recombinantes e mosaicos tém sido identificados
(Robertson e col., 1995, Malim e cols., 2001).

PressGes seletivas do hospedeiro também tém sido propostas como responsaveis
pela geragéo de diversidade e incluem: resposta imune celular € humoral e tropismo celular.
A administracdo de antiretrovirais também pode selecionar formas mutantes. Portanto, a
ocorréncia de quasispecies virais (seqiténcias de HIV geneticamente distintas dentro de um
mesmo individuo), parece ser modulada por uma combinagdo de mutagdes e forgas de
sele¢do, ndo devendo ser um evento neutro ou resultante do acaso. (Bonhoeffer ¢ cols.,

1995; Zhang e cols., 1997, Cohen e cols., 1998; Coffin e cols., 1995).

2.1.1 Classifica¢do do HIV

Até o momento, dois tipos virais do HIV foram identificados: HIV-1 ¢ HIV-2. O
HIV-2 ¢ encontrado quase que exclusivamente nas regides Centro-Norte ¢ Noroeste da
Africa e Asia, enquanto o HIV-1, difundido em todo mundo, é responsavel por mais que
99% das infecg¢des. As rotas de transmissdo sdo as mesmas para ambos os virus, sendo a
transmissao heterossexual a de maior importéncia.

Com base na analise filogenética de diferentes isolados virais, o HIV-1 foi dividido
em trés grupos: o M (major) e O (outlier) e o grupo N (“new” ou “non M-non O”) (Simon e

cols., 1998). O grupo O ¢é raro, sendo encontrado principalmente na Republica dos
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Camardes, Gabdo e Guiné Equatorial. O grupo N foi descrito em um nimero limitado de
isolados provenientes de Camardes (Simon e cols., 1998). O grupo M agrupa pelo menos
20 tipos genéticos, subdivididos em 9 subtipos distintos (A-D, F, G, H, J ¢ K) (Figura 7) e
11 formas recombinantes circulantes (Tabela 1) (Peters M., 2000; Moore e cols., 2001;
Thomson e cols, 2001).

Dentro de um mesmo subtipo, a percentagem de divergéncia das seqiiéncias C2V3
da gpl20 esta entre 7-20% e entre dois subtipos diferentes entre 20 e 30%. Quando se
analisam regides diferentes do genoma o grau de divergéncia também ¢é variavel, os
subtipos virais diferem um do outro em cerca de 14% nas regides codificadoras de gag
(core viral) e em cerca de 30% nas seqiiéncias que codificam env (Leitner ¢ cols., 1996).
Este alto grau de diversidade pode indicar que vacinas baseadas em apenas um subtipo
podem ndo elicitar uma resposta imune ampla para evitar a infecgdo por outros subtipos
(Sharp e cols., 1994).

Um virus recombinante ¢ identificado quando seqiiéncias de diferentes subtipos
podem ser observadas em um mesmo genoma viral, o que requer a infec¢do simultanea de
uma célula com duas cepas diferentes. A descoberta de um grande numero de
recombinantes indica claramente que co-infecgdo com cepas diferentes do HIV-1 ndo € um
evento raro (Cornelissen e cols., 1996; Peeters e cols., 2000). Em qualquer regido
geografica, a probabilidade da ocorréncia de um virus recombinante depende de varios
fatores: prevaléncia de diferentes subtipos, probabilidade de certos grupos populacionais
adquirirem e transmitirem infec¢des multiplas e do fitness do virus recombinante gerado. A

manutencio dessa forma genética depende de vantagens competitivas do virus quimérico,
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Figura 07: Relagdo evolucionaria entre cepas de HIV-1 ndo recombinantes e linhagem
HIV-1/S1Vepz. A arvore filogenética mostra os diferentes grupos, subtipos e sub-subtipos
do HIV-1.

(retirado e adaptado de Peeters M., 2000)
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Tabela 1. Resumo das Formas Recombinantes Circulantes (CRF) definidas do

grupo M do HIV-1

Nome Subtipos envolvidos  Distribuicao geografica

CRF0O1-AE AE predominante no sudeste da Asia, esporadico na
Asia Central

CRF02-AG A G _predominante no oeste e centro da Africa

CRF03-AB A, B Russia

CRF04-cpx A G HK U Grécia, Ciprus

CRFO05-DF D,F Republica Democréatica do Congo

CRF06-cpx A G, J K oeste da Africa (Mali, Senegal, Nigéria, Niger,
Burkina Faso)

CRF07-BC B, C noroeste da China

CRF08-BC B,C Sudeste da China

CRF09-cpx ndo publicado Senegal, US

CRF10-CD C,D Tanzania

CRF11-cpx AE G,J Afvica central (Camardes, Gabio, Repiblica

Africana Central)

(adaptado a partir de Peters M., 2000)
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sendo a selegdo baseada na geragdo de combinagdes benéficas dos produtos dos genes env e
gag (Cornelissen ¢ cols., 1996). Uma infec¢do mista, por sua vez, ocorre quando multiplas
copias filogeneticamente distintas de um mesmo gene representando diferentes genomas
virais estdo presentes dentro de um mesmo individuo. (Ramos e cols., 1999).

Alguns genomas recombinantes do HIV-1 sdo unicos, entretanto, outros, foram
identificados em varios individuos aparentemente ndo relacionados e tém um papel
importante na epidemia global da AIDS, sendo denominados de “formas recombinantes
circulantes” (CRF) (Carr e cols., 1998). A designacdo CRF inclui as letras dos subtipos
parentais (por exemplo: CRF0O1 AE), porém se o CRF for derivado de mais que trés
subtipos, as letras sdo trocadas por cpx (complex) (Moore ¢ cols., 2001). Os virus
identificados inicialmente como subtipos I ¢ E sdo considerados agora como recombinantes
intersubtipos e s@o denominados CRF04 cpx e CRF0O1 AE respectivamente.

Para definir um novo subtipo ou CRF s3o necessarias trés seqiiéncias quase
completas do genoma, ou duas completas, juntamente com seqiiéncias parciais,
identificadas em pelo menos trés individuos sem ligag¢do epidemiolégica (Peeters e cols.,

2000).

2.1.2 Distribuicdo das variantes do HIV-1 no mundo (Figura 8)

Todos os grupos e subtipos virais estdo presentes na Africa, enquanto que no resto
do mundo a distribuigdo ¢ bastante heterogénea e dindmica. Os subtipos C ¢ A
correspondem a maioria das infec¢Ges, seguidos pelo subtipo B e recombinantes
CRF01_AE e CRF_AG (Moore ¢ cols., 2001). O subtipo A é prevalente na Africa Central ¢
encontrado também na Europa, Russia ¢ leste da Asia. O subtipo B compreende a maioria

dos virus isolados nos Estados Unidos, sendo também prevalente na Europa, Austrilia,



Figura 08: Distribuicdo mundial dos diferentes subtipos de HIV-1 do grupo M, grupo O e HIV-2 (adaptado a partir de HU e cols?.:,
1996; Peeters M., 2001 — revisado em margo de 2002)
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cols., 2000; Peeters e cols., 2000; Thomson e cols., 2001). A determinagdo dos subtipos do
HIV ¢ muito util também para o entendimento da origem ¢ disseminagdo global do virus
(Tatt e cols., 2000). O estudo da diversidade do HIV fornece ainda informagdes sobre a
dinAmica da replicagdo viral, a pressdo exercida pela resposta imune do hospedeiro ou pela
terapia, € a compartimentalizacdo da resposta viral do hospedeiro (Cohen e cols., 1998).

Tem sido relatada ainda, para algumas formas genéticas uma susceptibilidade
diminuida, in vitro, a algumas drogas antiretrovirais (Decamps € cols., 1998). Dentro deste
mesmo contexto alguns estudos tém demonstrado que ensaios de determinagdo de carga
viral podem ndo fornecer resultados equivalentes para diferentes subtipos do HIV (Mercado
e cols., 1999). A determinagdo dos subtipos circulantes também permite que testes
sorologicos e de diagndstico molecular possam ser constantemente reavaliados, a fim de
evitar que subtipos ou recombinantes ndo sejam detectados (Thomson e cols., 2001).

A introdugdo em uma populagdo, de subtipos diferentes ou de formas
recombinantes pode, portanto, representar um grande impacto na epidemiologia do HIV-1,
modificando o polimorfismo genético vigente. Isto enfatiza a necessidade de uma vigilancia

epidemioldgica continuada tanto no Brasil, quanto no mundo.

2.2 Polimorfismo viral do HIV-1 no Brasil

A epidemia no Brasil assume diferentes padrdes de transmiss@o e distribuicdo dos
subtipos dependendo da regido geogréfica. Os subtipos B, C, D, F tém sido detectados no
Brasil (Sabino ¢ cols., 1996; Galvao-Castro e cols., 1996; Morgado e cols., 1998; Couto-
Fernandez e cols., 1999; Stefani e cols., 2000; Rossini e cols., 2001; Brazilian Network

for HIV Isolation and Chacterization), bem como recombinantes B/F (Sabino e cols., 1994;
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Tanuri e cols., 1999; Ramos e cols., 1999), com clara predominancia do subtipo B em todas
as regides. Recentemente, foi detectado ainda, em amostras provenientes do Rio de Janeiro,
um subtipo A (Caride et al, 2001; Morgado et al, 2002).

Recombinantes B/F foram demonstrados primeiramente por Sabino € col, em 1994,
através da andlise da seqiiéncia do gene env, a partir de dois individuos no Rio de Janeiro.
Tanuri e colaboradores (Tanuri e cols., 1998), analisando amostras de doadores de sangue
do Rio, encontraram além de genomas B/F, potenciais mosaicos B/D. Além disso,
infecgbes mistas também tem sido bem documentadas. Janini ¢ colaboradores (Janini e
cols., 1998) demonstraram a primeira evidéncia tanto de transmissdo horizontal como
vertical de dois subtipos distintos do HIV-1 de uma pessoa infectada para outra. Em outro
trabalho, a andlise de 79 amostras também no Rio de Janeiro revelou através de uma
combinagio de ensaios moleculares e sequenciamento, 3 infecgdes duplas entre os subtipos
FeB,FeDeBeD, bem como 6 genomas recombinantes envolvendo os subtipos B e F
(Ramos ¢ cols., 1999). De acordo com Ramos ¢ colaboradores (Ramos e cols., 1999), a
frequéncia de infecgdes mistas deve ser subestimada, ja que estas infecgdes provavelmente
ndo sdo detectadas pelos métodos usuais utilizados com o propésito de subtipar o HIV.

Tem sido sugerido que os subtipos do HIV podem estar associados com diferentes
modos de transmissdo, porém este fato € bastante controverso na literatura. Morgado e
colaboradores (Morgado ¢ cols., 1998), analisando 131 amostras do Rio de Janeiro, ndo
encontraram nenhuma associagio estatisticamente significativa entre subtipo e categoria de
exposi¢do, sexo ou modo de transmissdo. Ramos e colaboradores (Ramos ¢ cols., 1999),
também analisando amostras provenientes do Rio de Janeiro, ndo encontraram nenhuma
associagdo entre infec¢des duplas ou recombinagfo e varidveis clinicas ou demograficas.

Em outro trabalho, conduzido pela Rede Brasileira para Isolamento e Caracterizagdo do
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HIV, também ndo foi encontrada nenhuma associagdo significativa entre subtipos e modo
de transmissdo ou propriedades bioldgicas dos isolados do HIV provenientes dos estados
do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais. Entretanto, Sabino ¢ colaboradores (Sabino e
cols., 1996), analisando amostras de Sdo Paulo, sugeriram que a presenga do subtipo F
estava associado com usuarios de drogas injetaveis. Neste trabalho, o subtipo F esteve
presente em 6% dos casos totais, mas em 33% dos casos associados ao uso de drogas
injetaveis. Outro estudo realizado com amostras da Bahia detectou subtipo F apenas entre
usuarios de drogas endovenosas, embora a porcentagem de F (2 amostras—3%) tenha sido
muito baixa (Couto-Fernandez et al, 1999). Foi sugerido ainda, por Pinto et al, em 2000,
que o subtipo F parece ser menos susceptivel a drogas antiretrovirais do que o subtipo B.
Além disso, Mercado e colaboradores (Mercado e cols., 1999) demonstraram que métodos
de amplificagdo ndo conseguiram detectar a carga viral de forma acurada, ou seja, falharam
em detecta-la em amostras brasileiras definidas como subtipo F.

Varios estudos tém mostrado que muitos isolados brasileiros tém na al¢a V3 da
gp120 uma composigdo tipica de aminodcidos (GWGR). Assim, no Brasil, se encontram
duas variantes principais do subtipo B, uma correspondente a GPGR que ¢ relativamente
bem conservada em muitos isolados da Africa, Europa e Estados Unidos, ¢ outra chamada
B’’ ou BBr, que apresenta o0 motivo GWGR tipicamente encontrada no Brasil (Morgado e
cols., 1998; Covas e cols., 1998; Morgado e cols., 1998; Santoro-Lopes ¢ cols., 2000).
Além disso, a variante B” difere do B na composi¢do de aminoacidos nas regides V1 e V2
do envelope viral (Costa e cols., 1995; Santoro-Lopes e cols., 2000; Brazihan Network,
2000). Em muitos isolados brasileiros, o motivo GWGR ¢é tdo comum como o motivo
GPGR. Alguns trabalhos relatam uma freqiidéncia de GWGR de 30 a 57%, dependendo da

regido geografica (Galvdo-Castro e cols., 1996; Covas e cols., 1998; Morgado e cols.,
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1998). De acordo com Costa e colaboradores (Costa e cols., 1995), a alta prevaléncia de
GWGR pode indicar que alguma pressdo seletiva ou vantagem evolutiva deve ter ocorrido
no Brasil e que esta variante deve ter um antecessor comum. Covas e colaboradores (Covas
e cols., 1998), encontraram em amostras de Ribeirdo Preto/Sdo Paulo, uma prevaléncia de
57% de GWGR e sugerem que este fato pode decorrer de um efeito fundador ou resultado
de um maior potencial infectivo desta variante.

Propor¢des similares de B e B” foram detectadas por Morgado e colaboradores
(Morgado e cols, 1998), independentemente do sexo ou via de transmissdo. Os autores
sugerem que a variante B’’, provavelmente, emergiu ou foi introduzida desde o inicio da
epidemia da AIDS e se espalhou entre todas as categorias. Casseb e colaboradores (Casseb
e cols,1998) usando testes sorologicos baseados no motivo V3, também encontraram
distribuigdes semelhantes das variantes GWGR e GPGR em S3o Paulo, bem como
prevaléncia similar entre homens e mulheres. Além disso, foi observado também nesse
trabalho, igual distribuigdo de GPGR e GWGR independentemente da contagem de células
CD4, estadiamento clinico e modo de transmissdo. Santoro-Lopes e colaboradores
(Santoro-Lopes, 2000) utilizando amostras provenientes do Rio e metodologia de
sorotipagem de peptidios da alga V3, também ndo encontraram diferen¢a entre B € B”” em
relagdo ao sexo, nivel de educacdio, carga viral e contagem de células CD4'. Entretanto,
neste mesmo estudo, foi observado que individuos infectados com o sorotipo B progridem
mais rapido para a AIDS do que aqueles com sorotipo B”. Portanto, os resultados desse
estudo sugerem que os dois principais sorotipos que causam infec¢do no Brasil podem
influenciar no prognodstico da infec¢do pelo HIV. Foi demonstrado ainda, por Covas e
colaboradores (Covas e cols., 1998), através de RFLP, uma prevaléncia maior de GWGR

em mulheres provenientes de Ribeirdo Preto/SP, independentemente da via de transmisséo.
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Através de ensaios de sororeatividade da al¢a V3 foi detectado em amostras do Rio
de Janeiro por Santoro-Lopes e colaboradores (Santoro-Lopes, 2000), os sorotipos B, F, A,
C, D. De acordo com os autores, ha uma boa correlagdo entre os ensaios usados e os
resultados de sequenciamento gendmico para os subtipos B, B” ¢ C. Outros ensaios
utilizando a metodologia de sororeatividade a peptidios da alga V3 ndo conseguiram
distinguir entre infec¢des com os subtipos B e F, ou seja, nenhuma diferenca de
sororeatividade pode ser observada (Couto-Fernandez e cols., 1999; Brazilian Network for
HIV Isolation and Characterization, 2000). Além disso, padrdes de neutralizagdo cruzada
foram observados entre variantes genéticas do subtipo B no Brasil, sugerindo que a
neutralizagdo viral ndo ¢ um obstaculo maior quando se considera a variabilidade do
subtipo B, especificamente na alga V3 (Brazilian Network for HIV Isolation and

Characterization, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

e Estudar o polimorfismo viral do HIV no estado do Ceara.

2.2 Especificos:

e Estimar a prevaléncia de subtipos de HIV-1 no estado do Cears;

e Verificar a existéncia do fendmeno de recombinagéo;

e Verificar a existéncia ou ndo de possiveis associa¢bes entre diferentes variaveis

clinicas e demograficas e subtipos de HIV-1;

e Determinar a porcentagem de amostras caracterizadas como tipicas brasileiras

quanto a seqiiéncia GWGR na regido V3 da glicoproteina 120.
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3. JUSTIFICATIVA

A pandemia HIV/AIDS tem afetado profundamente a economia, os trabalhadores e
suas familias, com conseqiiéncias muito dispendiosas, especialmente em paises pobres. A
doenga acomete geralmente as pessoas durante a idade mais produtiva, afetando tanto a
produtividade e renda familiar, como gastos nacionais com saude (Gayle e cols., 2001).

Estima-se que desde o inicio da epidemia da AIDS mais de 60 milhdes de pessoas ja
se infectaram com o HIV. A maioria das novas infec¢des ocorre em adultos jovens, sendo
as mulheres jovens particularmente vulneraveis (UNAIDS, 2001). Segundo a
OMS/UNAIDS, cerca de 34,3 milhdes de pessoas estavam vivendo com AIDS no final de
1999 e deste total, 95% residiam em paises em desenvolvimento.

Varios fatores, como a pobreza, migrag#o, instabilidade econdémica, fatores sociais €
ambientais, uso de drogas e altas taxas de DSTs, favorecem a disseminagdo do HIV (Gayle
e cols., 2001). Além disso, 0 aumento na quantidade de viagens internacionais e migragio
tém contribuido para a rapida disseminagdo do HIV-1 ao redor do mundo (Janini e cols.,
1998, Thomson ¢ cols., 2001).

Em virtude da grande diversidade ¢ aumento da disseminag@o das formas genéticas
do HIV-1, bem como em fun¢do do aumento do nimero de casos de AIDS nos estados do
nordeste, tornou-se imperativo ampliar o conhecimento para outras regides do pais. Até
entdo, no nordeste, apenas os estados da Bahia ¢ Sergipe possuiam estudos de
caracterizagdo genotipica do HIV-1.

Diante desta realidade, foram coletadas amostras de pacientes, provenientes do
Ceara, com sorologia positiva para o HIV-1, a fim de se estimar prevaléncia dos subtipos

do HIV-1 neste estado, bem como avaliar possiveis associagdes entre os subtipos genéticos
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com sexo, estadiamento clinico, parimetros como contagem de células CD4”, ¢ outros, nos
pacientes infectados.

O estado do Ceara ¢ um dos estados mais pobres do Brasil, juntamente com
Alagoas, Piaui € Maranhao, sendo o terceiro estado do nordeste em numero total de casos
notificados de AIDS, com 3.165 casos até setembro de 2000. Nesse estado, a disseminagio
do HIV esta relacionada ao éxodo rural, que concentra, na periferia, grandes aglomerados
de baixa renda, baixa escolaridade e pouco acesso aos servigos basicos de saude (Ministério
da Saude, 2000). Além disso, o turismo sexual é outro fator importante para a disseminagdo
do virus e estd relacionado com a possibilidade de introdug@o de novos subtipos. A
introdu¢do de novos subtipos implica no re-planejamento de estratégias terapéuticas e
profilaticas e na possibilidade de emergéncia de novos virus recombinantes. Estas formas
genéticas sdo geradas em individuos infectados com virus de diferentes subtipos, o que nfo
¢ uma situagio rara em areas onde mais de um subtipo estédo co-circulando.

Embora evidéncias demonstrando diferengas significativas na transmissdo e
patogenicidade entre as diferentes formas genéticas do HIV-1 sejam inconclusivas, o
conhecimento da prevaiéncia e das mudangas temporais na incidéncia de infec¢do dessas
variantes em diferentes areas geograficas ¢ relevante por varios motivos. Corrobora no
delineamento da origem e propagacio da epidemia em cada regido geografica, o que pode
ser util na implementagdo de medidas preventivas. Pode também ser relevante para o
desenho de vacinas adaptadas especificamente para variantes do HIV circulantes em cada
area. A determinagfo dos subtipos circulantes possibilita ainda que testes sorolégicos e de
diagnoéstico molecular sejam constantemente reavaliados € monitorados, a fim de evitar que

subtipos ou formas recombinantes nfo sejam devidamente detectados.
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Considerando os aspectos relacionados ao virus e a epidemia causada por ele, fica
evidente a necessidade de reforcar e/ou implementar o sistema de vigilancia do
polimorfismo do HIV a fim de se realizar, tanto no Cearad quanto em outros estados que ndo
possuem esse tipo de medida uma rapida detecgdo da possivel propagagio de virus ndo B

ou de recombinantes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populagio do estudo

Para realiza¢do deste estudo foram coletadas amostras de sangue total de 149
pacientes. Foram incluidos pacientes atendidos no hospital de referéncia para doengas
infecto-contagiosas do estado do Ceara — Hospital Sdo José, encaminhados para exames de
carga viral, com intuito de monitorar tratamento ou avaliar a necessidade de se iniciar a
terapia. Todos apresentavam sorologia positiva para anti-HIV determinada por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e confirmada por imunoflorescéncia ou Western
blot, de acordo com o fluxograma recomendado pelo CN/DSTAIDS/MS. A faixa etaria dos
pacientes variou de 2 a 70 anos ¢ a coleta do material foi realizada de margo a setembro de
2000.

O Hospital Sdo José de doengas infecto-contagiosas ¢ o maior centro de referéncia
para portadores de HIV/AIDS no estado do Ceara. Este centro acompanha atualmente, em
ambulatorio, cerca de 1500 pacientes. Recebe 30-40 pacientes novos/més, provenientes dos
mais diversos municipios.

No momento anterior a coleta, todos os pacientes assinaram um termo de
consentimento informado elaborado no LASP/CPQGM/FIOCRUZ com as informagdes
referentes ao estudo (Anexo 1). O presente trabalho foi submetido a0 Comité de Etica em

Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz, tendo recebido parecer favoravel.
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O estudo tem as caracteristicas de um estudo descritivo observacional do tipo corte
transversal, onde foram analisados os dados epidemiolédgicos, clinicos € o DNA proviral

dos pacientes.

4.2 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram obtidas por venopungdo ass€ptica em tubos
monovetes contendo anticoagulante EDTA (4cido etileno diamino tetracético). A coleta de
5ml de sangue total foi realizada no Hospital S&o José e as amostras enviadas inicialmente
ao Laboratorio Central de Saude Puablica (LACEN) do Ceara para contagem de células
CD4" por citometria de fluxo. Em seguida, as amostras foram enviadas no mesmo dia, por

avido, para o LASP-FIOCRUZ/CPqGM.

4.3 Separacio de células mononucleares de sangue periférico por centrifuga¢io em

gradiente de ficol/hypaque.

Apos recebimento do sangue total, o plasma foi coletado por centrifugagéo a 1.500
rpm e armazenado a —70°C. Ao sedimento (2-3ml) foi adicionado PBS (Phosphate Buffered
Saline) em quantidade superior ao plasma colhido. Apds homogeneizagdo, o sangue foi
transferido para tubos de 15 ml contendo 5 ml de ficol/hypaque e centrifugado por 20
minutos a 2000 rpm & temperatura ambiente. O anel de células mononucleares foi coletado,
transferido para outro tubo, e realizado procedimento de lavagem. O sedimento foi
ressuspendido com PBS, distribuido em dois tubos eppendorf, centrifugado e armazenado a

-20°C.
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4.4 Extragio do DNA

A obtengdo do DNA gendmico, a partir de leucocitos do sangue periférico, foi
realizada pelo método de extragdo por fenol-cloroférmio. Esta técnica permite a
desnaturagfio de proteinas presentes na fase orginica e a separagdo dos &cidos nucléicos na
fase aquosa.

Ao sedimento de células mononucleares do sangue periférico foi adicionado 400ul
da solugdo de extragdo (proteinase K e tampéo de lise na propor¢do 1:200) ¢ a mistura
incubada a 56 C por 3 horas. Em seguida, o lisado foi transferido para outro tubo e
adicionado 45 pl de acetato de so6dio e 500 pl de fenol. A suspensdo foi misturada e
centrifugada por 4 minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro tubo ¢
adicionado fenol-cloroférmio. Apds mistura em vortex, o tubo foi centrifugado por 4
minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foi coletada, adicionado 500 pl de cloroféormio e
realizado o mesmo procedimento com fenol-cloroférmio. A fase aquosa foi novamente
coletada e adicionado 1000 pl de etanol 100%. O material foi deixado por 12 horas a -70°
C e em seguida centrifugado por 20 minutos a 14.000 rpm. Apés descarte do sobrenadante,
foram adicionados 300 ul de etanol a 70%, com posterior centrifugagdo por 2 minutos a
14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o sedimento seco em termobloco a 70° C por
10 minutos. Foi adicionado 50 pl de agua estéril e o DNA deixado em temperatura

ambiente por cerca de 24 horas para homogenizagao.
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4.5  Identificagdo dos subtipos de HIV-1 pela técnica de HMA (Ensaio de Mobilidade

do Heteroduplex), a partir dos genes env ¢ gag

4.5.1 HMA env

Os subtipos de HIV-1 foram determinados pelo ensaio de mobilidade do
heteroduplex (Delwart et al, 1993).

A reagio de PCR (Reagdo da polimerase em cadeia) foi realizada em duas etapas
(PCR nested). Os primers usados na primeira etapa foram ED5/ED12 que amplificam
aproximadamente 1,2 kb correspondente ao fragmento V1-V5 do gene env do HIV-1. Para
a segunda etapa, utilizamos os primers ED31/ED33 que amplificam 600pb da C2-C3, ou
ES7/ES8 que amplificam 700pb da V3-V5 (Tabela 2 e Figura 9). O volume de DNA usado
foi estabelecido de acordo com a concentragfio da amostra, de forma a se utilizar cerca de
lpg de DNA gendmico em cada reagdo. As reagdes de PCR foram feitas no Termo
Ciclador Perkin Elmer 9600 seguindo as seguintes condiges: trés ciclos de 97° C (1min),
55° C (1min), 72° C (2min), seguido de 32 ciclos de 95° C (45seg), 55° C (1min), e 72° C
(2min) e um ciclo de 10 min a 72° C. As reagdes de PCR foram realizadas num volume de
100ul contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCI, 200mM de cada dNTP, 20pmol de
cada primer, 1,25 mM MgCl (primeira etapa) ou 1,8 mM MgCl, (segunda etapa) e 2,5U de
Taq polimerase (Pharmacia, Fine Chem., Swedem).

Foi utilizado controle negativo em todas as reagdes de PCR para monitorar a

presenca de possiveis contaminagdes.
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Tabela 2 — Apresentagdo das sequiéncias e posigdes dos primers utilizados para
amplificacdo de regides do envelope viral do HIV-1.

Gene  Regido Sequéncia (5°-3°) Posigdo
env

Primer V1-V5 ED5 ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG 6556-6581
externo ED12 AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG 7822-7792

Primers V3-V5 ES7 TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCT 7001-7020
internos AGC
ES8 CAGGAAACAGCTATGACCCACTTCTCCAATTGTCC 7667-7647

CTCA
C2-C3 ED31 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 6816-6844
ED33 TTACATAGAAAAAATTCCCCTC 7359-7380

(retirado e adaptado de Delwart et. al,. 1993)
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Figura 09: Representagao esquemaética das regiées amplificadas no gene env da gp120 do HIV-1
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Para confirmar a amplificagdo, os produtos foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE (Tampdo acetato EDTA) e corados com brometo de
etidio.

Para formagéo dos heteroduplexes, Spl dos produtos da segunda fase do PCR foram
adicionados, individualmente, a 5ul dos produtos de PCR de amostras de referéncia

fornecidas pelo kit para subtipagem por HMA e 1,1ul de tampdo de hibridizagdo 10X
(NaCl 2M, Tris HCI IM pH 7.8, EDTA 0,5M e H,0). Os heteroduplexes sdo formados a
partir da etapa de desnatura¢io a 94° C por dois minutos, seguida por resfriamento por 10
minutos em banho de gelo.

As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida/bisacrilamida 5% para migragdo
por eletroforese em tampaoTBE (Tamp&o borato EDTA) 1X (Figura 10).

O subtipo foi determinado de acordo com a distincia relativa de migragdo dos
heteroduplexes, apds a visualizagdo do gel corado com brometo de etidio em

transiluminador de UV,

4.5.2 HMA gag

Os subtipos de HIV-1 foram determinados pelo ensaio de mobilidade do
heteroduplex (Delwart et al, 1993), de acordo com os procedimentos descritos em
Heyndrickx et al (2000).

A reagdo de PCR foi realizada em duas etapas (PCR rnested). Os primers utilizados
na primeira etapa foram H1G77/H1P202 que amplificam 1,1 kb correspondente a regido do

aminoacido 16 da p24 do gene gag ao aminoacido 33 do gene da protease (Figura 12). Para
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Gene env

a) Regiao C2 -C3

1234567 89 1011CPCN ¢$X-174 RF DNA-/Hae 111

500 pb

a) Regido V3 -V5
1 2 34 5 6 7CPCN ¢X-174 RF DNA-Hae I1I

700 pb -

Figura 10. Avaliagio dos fragmentos de DNA proviral de HIV-1
amplificadas por PCR (gene env)

Géis de eletroforese representativos: (a) fragmento da regidao C2-C3 de 500 pb
do gene env e (b) fragmento da regido V3-V5 de 700pb do gene env
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HMA gag

H1G777-H1P202 — Primers do 10. Round

gag \_‘

cnv

pl7 p24 p7 |
1.1 kpb
AA 16 dap24
460 bp |
AA 132 dap24 AA 40 da p7

H1G777-H1P202
AA 33 da protease

Figura 12. Representagdo esquematica das regides amplificadas no gene gag do HIV-1
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a segunda etapa, utilizamos os primers H1Gag1584/g17 que geram um fragmento do gene
gag de 460pb, correspondendo a regido codificante para o aminoacido 132 da p24 até o
aminoacido 40 da p7 (Tabela 3). O volume de DNA usado foi estabelecido de acordo com a
concentragdo da amostra, de forma a se utilizar cerca de 1ug de DNA genémico em cada
reagdo. As reagdes de PCR foram feitas no Termo Ciclador Perkin Elmer 9600 de acordo
com as seguintes condi¢des: um ciclo de 2 minutos a 94° C, seguido de 35 ciclos de 94° C
(30”), 50° C (30™), 72° C (90"") e 1 ciclo de 7 min a 72° C. As rea¢des de PCR foram
realizadas num volume de 50pl na primeira etapa, contendo 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 50
mM KCl, 0,2mM de cada dNTP, 0,2 pmol de cada primer, 1,5 mM MgCl e 0,05U/ul de
Taq polimerase (Pharmacia, Fine Chem.,Swedem) e 100ul na segunda etapa, contendo 10
mM Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM KCl,, 0,2mM de cada dNTP, 0,4 pmol de cada primer, 2,5
mM MgCl e 0,05U/ul de Taq polimerase (Pharmacia, Fine Chem.,Swedem)

Foi utilizado controle negativo em todas as rea¢des de PCR para monitorar o
aparecimento de possiveis contaminagdes.

Para verificar o sucesso da amplificacdo, os produtos foram migrados por
eletroforese em gel de agarose a 1% em tampdo TAE e corados com brometo de etidio
(Figura 13).

Para formag¢do dos heteroduplexes, 4,5ul dos produtos da segunda fase do PCR

foram adicionados, individualmente, a 4,541 dos produtos de PCR de amostras de
referéncia fornecidas pelo kit para subtipagem por HMA gag e lul de tampdo de
hibridiza¢do 10X (NaCl 2M, Tris HCI IM pH 7.8, EDTA 0,5M ¢ H,0). Os heteroduplexes
sio formados a partir da desnaturagéo a 94°C por dois minutos, seguida de resfriamento por

10 minutos em banho de gelo.
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Tabela 2 — Apresentagdo das seqiiéncias e posigdes dos primers utilizados para
amplificagdo de regides do envelope viral do HIV-1.

Gene  Regido Seqiiéncia (5°-37) Posigdo
env

Primer V1-V5 EDS ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG 6556-6581
externo ED12 AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG 7822-7792

Primers V3-V5 ES7 TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCT 7001-7020
internos AGC
ES8 CAGGAAACAGCTATGACCCACTTCTCCAATTGTCC 7667-7647

CTCA
C2-C3 ED31 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 6816-6844
ED33 TTACATAGAAAAAATTCCCCTC 7359-7380

(retirado e adaptado de Delwart et. al,. 1993)
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Figura 13. Avaliacio dos fragmentos de DNA proviral
de HIV-1 amplificadas por PCR (gene gag)

Gel de eletroforese representativo de fragmentos do gene
gag de 460pb, correspondendo a regido codificante para o
aminoacido 132 da p24 até o aminoacido 40 da p7
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As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida/bisacrilamida 5% preparados
com tampdo TBE com concentragdes de uréia a 20 ou 30% para migrag@o por eletroforese.
O subtipo foi determinado de acordo com a distincia relativa de migragdo dos
heteroduplexes, apdés a visualizagdo do gel corado com brometo de etidio em

transiluminador de UV.

4.6 Determinacdo de polimorfismo das amostras do subtipo B por Polimorfismo dos
comprimentos dos fragmentos de restricio (RFLP - Restriction Fragment Length

Polymorphism)

A fim de evidenciarmos a presenca das seqliéncias correspondentes a variante do
subtipo B encontrada tipicamente no Brasil (B”), que apresenta a sequéncia GWGR no
topo da alga V3, os produtos de PCR das amostras identificadas como subtipo B
correspondentes a regiiio C2-C3 do envelope viral foram digeridos com a enzima Fok [
(Amersham Life Science, 111, USA). Através da analise do perfil de restri¢do, resultante da
digestao nas seqiiéncias GGATG (N) 9 e CCTAC (N) 13 ¢€ possivel identificar bandas de
0,4 kb e 0,2 kb, quando o subtipo € 0o B”".

Assim, apo6s a segunda etapa do PCR com os primers ED31/ED33, 10ul do DNA
amplificado a partir das amostras de subtipo B foram digeridos com 6U da enzima de
restricdo Fokl, em um volume final de 25ul contendo o tampdo 1X(Amersham Life
Science, HI, USA), por 2h a 37°C. Os fragmentos de restrigdo foram separados em gel de
agarose a 2% por 1 hora a 100V, em TBE 1X e avaliados sob a luz ultravioleta. Os pares de
bases dos fragmentos de restri¢do foram determinados baseados na migra¢do do marcador

de pares de bases @x-Haelll (Sigma, Chem Co., Mo, USA).
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4.7 Andadlise estatistica

As amostras foram analisadas de acordo com os subtipos genéticos encontrados,
bem como segundo variaveis demograficas e laboratoriais. O Banco de Dados utilizado foi
o Epilnfo Versdao 6, tendo sido calculado, quando indicado no texto, o intervalo de
confianga [IC] a 95% pelo método exato binomial. Foi aplicado também o teste do Qui-
quadrado (X°) nfo corrigido para avaliar possiveis correlagdes entre variantes genéticas do
subtipo B do HIV-1 e sexo, estadiamento clinico e contagem de células CD4". Um valor de

p de 0,05 foi definido como estatisticamente significante. “n” representa o numero de

amostras analisadas.
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5. RESULTADOS

Para caracterizagdo dos subtipos do HIV-1 no estado do Ceara, foram analisadas
amostras provenientes de 149 pacientes. Destes, 110 (73,8%) pertenciam ao sexo masculino
e 39 (26,2%) ao sexo feminino (Grafico 1), dando uma relagdo de aproximadamente 3
homens infectados para 1 mulher. Em relagdo a idade, a faixa etaria com maior numero de
casos foi a de 31-40 anos, com 61 pacientes (41%). Em seguida, com uma prevaléncia de
22.8%, vieram as faixas de 21-30 anos e 41-50 anos, com 34 pacientes em cada uma. Além
disso, 4 pacientes (2,7%) estavam na faixa de 0-10 anos, 2 (1,3%) entre 11 e 20 anos, 07
(4,7%) entre 51-60 anos, 2 (1,3%) com mais de 60 anos e 5 (3,3%) sem informag@o sobre
idade (Grafico 2). A média de idade na populagdo feminina foi de 33 anos e na masculina
de 36 anos. De acordo com a analise de dados epidemiologicos, nossos dados mostram-se

consistentes com aqueles relatados para epidemia no Ceara e no Brasil (Graficos 3 e 4).

100,0%
80,0% LA vind
60,0% 1

40,0% i 26,2%

20,0% -
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Homens Mulheres

Grifico 1. Perfil da populagdo estudada quanto ao sexo (n=149)
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Grifico 2 . Distribui¢do do grupo estudado por faixa etaria (n=149)
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Grifico 3: Percentual de pacientes do sexo masculino e feminino no grupo estudado
(n=149) quando comparados dados do Ceara (n=3.165) e dados nacionais da epidemia da

AIDS (n=215.810)
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Grifico 04: Distribui¢do dos pacientes estudados (n=149) quanto a faixa etaria quando
comparados com dados do Ceara (n=3.165) e dados nacionais da epidemia da AIDS

(n=215.810)

De acordo com o local de residéncia, 112 pacientes (75,2%) eram provenientes de

Fortaleza, 34 (22,8%) do interior e em 3 pacientes (2%) esta informagdo ndo estava

disponivel (Grafico 5).
o 2,0%
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B Qutras
O cidades
75,2% NI
*NI, dados n@o informados

Grifico 5: Perfil da populagdo estudada quanto a procedéncia (n=149)
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Quanto ao estadiamento clinico, 92 (61,7%) pacientes eram sintomaticos, 53 (35%)
assintomaticos e 5 (3,3%) n3ao possuiam esta informacdo. A grande maioria dos pacientes
(121-81,2%) estava sob terapia, enquanto 23 (15,4%) nao estavam tomando antiretrovirais.
Além disso, 5 pacientes (3,3%) ndo tinham dados sobre tratamento.

Em relagio a contagem de células T CD4", 39 pacientes (26,2%) apresentaram
contagem abaixo de 200 células/ mm’ , 58 pacientes (39%) entre 200 e 500 células/mm’,
47 (31,5%) acima de 500 células/ mm’, e 5 (3,3%) ndo tinham informagao sobre os dados

de CD4(Grafico 6).
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Grifico 6: Distribui¢do dos pacientes estudados quanto a contagem de células T CD4"

(n=149)
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Os subtipos genéticos do HIV-1 foram identificados a partir de duas regides do
genoma viral (env e gag), utilizando o ensaio de mobilidade de heteroduplex. Foram
analisadas 149 amostras, sendo na grande maioria identificado o subtipo B. As amostras
foram amplificadas, em ambas as partes do genoma, através de nested PCR.

Na analise por HMA env, foi possivel a identificagdo de subtipo em 141 amostras
(94,6%), enquanto que em 8 (5,4%) o subtipo ndo pode ser determinado. O subtipo B foi
identificado em 137 amostras (97,2%), e o subtipo F em 4 amostras (2,8%) (Grafico 7 e

Figura 11).

2,8%

97,2%
B Sutype B B Subtype F

Grifico 7: Prevaléncia dos subtipos genéticos definidos pela metodologia de HMA env

(n=141)

Quando a subtipagem foi realizada a partir do gene gag, 137 amostras (92%)

tiveram o subtipo genético definido, enquanto que em 12 amostras (8%) ndo foi possivel
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identificar o subtipo. O subtipo B também foi encontrado na grande maioria das amostras
analisadas. Foram detectados 129 amostras (94,2%) com perfil B e 8 subtipos F (5,8%)
(Grafico 8 e Figural4). Quando os subtipos genéticos determinados por HMA env e gag
sdo comparados, verifica-se que foi encontrado o dobro de amostras tipadas como F quando
a analise do subtipo genético foi feita por HMA gag. Quatro amostras apresentaram,

portanto, subtipo B determinado por HMA env e subtipo F quando HMA gag foi realizado.

5,8%

94.2%

OSubtype B B Subtype F

Grifico 8: Distribuigdo dos subtipos genéticos definidos pela metodologia de HMA gag

(n=137)

As tabelas 3, 4, 5 sumarizam os dados demograficos e os subtipos genéticos do
HIV-1 das amostras analisadas simultaneamente por HMA env e gag (n=129; 86,6%). As
amostras que nio puderam ser definidas por qualquer uma das técnicas (n=20; 13,4%) ndo
foram incluidas nestas tabelas. Na tabela 6 estdo incluidos todos os pacientes estudados

(n=149).
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Tabela 3. Dados referentes a sexo e idade dos pacientes cujas amostras foram subtipadas

simultaneamente por HMA env ¢ gag.

Subtipo
Testados B F B/F
Variavel n (%) n(%) (%) n(%)

Total 129 (100) 121 (94) 4(3) 4(3)
Sexo

Masculino 96 (74.4) 91 (75,2) 2 (50) 3(75)

Feminino 33 (25,6) 30 (24,8) 2 (50) 1(25)
Idade

<10 03 (2,3) 02 (1,6) 1(25) -

11-20 01 (0,8) 01 (0.8) - -

21-30 29 (22,5) 28 (23,1) 1(25) -

31-40 56 (43,4) 54 (44,6) 1(25) 1(25)

41-50 29 (22,5) 25 (20,7) 1(25) 395

51-60 07 (5.4) 07 (5,8) - -

>60 01 (0,8) 01 (0,8) - -

NI* 03 (2,3) 02 (1,6) - -

* NI, dados nédo informados
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Tabela 4. Contagem de células CD4" dos pacientes cujas amostras foram subtipadas

simultaneamente por HMA env e gag.

Subtipo
Testados B F B/F
Variavel n (%) n(%) n(%) n{%)
Total 129 (100) 121 (94) 4 (3) 4 (3)
<200 31 (24) 30 (24,8) - 01 (25)
200-500 54 (41,9) 52 (43) 01 (25) 01 (25)
>500 40 (3D 36 (29,7) 02 (50) 02 (50)
NI* 4 (3,1) 3 (2,5%) 01(25) -

* NI, dados nio informados



69

Tabela 5. Dados referentes ao uso de terapia e estadiamento clinico dos pacientes cujas

amostras foram subtipadas simultaneamente por HMA env e gag.

Subtipo
Testados B F B/F
Variavel N (%) n(%) n(%) n(%)
Total 129 (100) 121 (94) 4(3) 4 (3)
Terapia
Sim 105 (81,4) 100 (82,6) 02 (50) 03 (75)
Niao 20 (15,5) 18 (14,9) 01 (25) 01 (2%)
NI 04 (3,1) 03 (2,5) 01 (25) -
Estadiamento
Clinico
Sintomaético 79 (61,2) 76 (62,8) 02 (50) 01 (25)
Assintomatico 46 (35,6) 42 (34,7 01 (25) 03 (75)
NI* 04 (3,1) 03 (2,5) 01 (25) -

*NI, dados ndo informados



Tabela 6. Caracteristicas socio-demograficas, clinicas e laboratoriais dos 149 individuos
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estudados.
Caracteristicas No. de pacientes (%)
Sexo
Masculino 110 (73.8%)
Feminino 39 (26.2%)
ldade (anos)
Média (Masculino / Feminino) 36/33
<10 4 (2.7%)
11-20 2 (1.3%)
21-30 34 (22.8%)
31-40 61 (41%)
41-50 34 (22.8%)
51-60 07 (4.7%)
NI* 05 (3.3%)
Origem

Area urbana ( Fortaleza)
Area rural

Np*

Contagem de células T CD4/mm3

<200

200-500

>500

NI*
Sintomas clinicos
Sintomatico
Assintomatico
NI*
Subtipagem - HMA gag/env
Benv/Bgag
FenviFgag
Benv/Fgag
ND

112 (75.2%)
34 (22.8%)
3 (2%)

39 (26.2%)
58 (39%)
47 (31.5%)
5 (3.3%)

92( 61.7%)
53 (35%)
05 (3,3%)

121 (81,2%)
04 (2,7%)
04 (2,7%)
20 (13,4%)

NI, dados nfo informados; ND, ndo determinado para regides de env ou gag
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Ap6s a digestdo, com enzima de restrigdo Fok I, do produto de 600 pb amplificado
por ED31/ED33, os padrdes dos fragmentos de restri¢do gerados (400pb-200pb ou 400pb-
120pb-80pb) foram detectados por eletroforese em gel de agarose (Figura 15). Utilizando
esta metodologia, 90 amostras (65,7%) dentre as 137 subtipadas como B por HMA env,
foram relacionadas com o motivo GPGR da alga V3. Quarenta e sete amostras (34,3%)
foram identificadas com o motivo GWGR, encontrado predominantemente no Brasil
(Grafico 9). Nao foi encontrada nenhuma diferenga na distribui¢do de GPGR ¢ GWGR

quando realizada correlagdo com o sexo (Tabela 7).

'BGPGR
'BGWGR (B")

‘\
|
4
|
|
i

Grifico 9: Distribui¢do de GPGR e GWGR entre as amostras definidas como

subtipo B pelo ensaio de mobilidade de heteroduplexes para o gene env
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Tabela 7. Dados referentes a distribui¢do de GWGR/ GPGR, quando correlacionados com

o sexo dos pacientes estudados

Distribui¢io GWGR/ GPGR n(%)

Sexo GPGR GWGR
90 (65,7) 47 (34,3)

Masculino 66 (73.3) 35 (74.5)
Feminino 24 (26,7) 12 (25,5)

p=0,8861

Quando se compara estadiamento clinico e distribuicdo de GPGR/GWGR, foi
encontrado que 33 pacientes (37%) com motivo GPGR eram assintomaticos € 57 (63%)
sintomaticos. Com relacdo a GWGR, 34% eram assintomaticos 66% sintomaticos.
Portanto, também néo foi encontrada nenhuma diferenga na distribui¢io de GWGR/(GPGR

quanto ao estadiamento clinico (Tabela 08).

Tabela 8. Dados referentes a distribuicdo de GWGR/ GPGR, quando correlacionados com

estadiamento clinico dos pacientes estudados

Distribuicio GWGR/ GPGR n(%)

Estadiamento clinico GPGR GWGR
90 (65,7) 47 (34,3)
Assintomatico 33 (37) 16 (34)
Sintomatico 57 (63) 31 (66)

p=0,7610
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Em relagdo a distribuigio de GPGR/GWGR e contagem de células T CD4", foi
encontrado que 27 pacientes (30%) com motivo GPGR tinham contagem de CD4" menor
que 200 células/mm’, 36 (40%) entre 200 e 500, e 27 (30%) maior que 500 células/mm’.
Quando analisado GWGR, foram encontrados 10 pacientes (22,5%) com contagem de
CD4" abaixo de 200 células/mm’, 19 (40%) entre 200 ¢ 500, ¢ 18 (37,5%) acima de 500

células/mm3 (Tabela 09).

Tabela 9. Dados referentes a distribui¢io de GWGR/ GPGR, quando relacionados com a

contagem de células T CD4” (céls/mm?)

Distribui¢io GWGR/ GPGR n(%)

Contagem de células T CD4” (céls/mm”) GPGR GWGR
90 (65.,7) 47 (34,3)

<200 27 (30) 10 (22)

200 -500 36 (40) 19 (40)

> 500 27 (30) 18 (37)

p=0,5402



a) B1B2B3C1 C2 DID3F1F2H B1 B2 B3C1C2D1D3F1F2H

Figura 11. Tipagem molecular baseada no ensaio de
mobilidade de heteroduplex a partir do gene env

(a) Gel representativo de um subtipo F € de um B
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6. DISCUSSAO

Para realizagdo deste estudo de caracterizagdo molecular do HIV-1 no estado do
Ceard, foram analisadas 149 amostras de individuos HIV-1 positivo. Quanto a distribuigéo
por sexo, 73,8% dos pacientes pertenciam ao sexo masculino e 26,2% ao feminino,
fornecendo uma relagdo de aproximadamente 3 homens infectados para 1 mulher. A faixa
etaria de maior prevaléncia da infeccdo foi a de 31-40 (41%). A média de idade na
populagdo feminina foi de 33 anos ¢ na masculina de 36 anos. Quanto ao local de
residéncia, a grande maioria dos pacientes (75,2%) era proveniente de Fortaleza. A andlise
comparativa dos dados epidemioldgicos dos individuos incluidos no estudo com aqueles
apresentados pelo estado e com os dados nacionais da epidemia da AIDS, mostrou que
nossa amostragem apresenta dados consistentes com o perfil da epidemia no pais e no
estado do Ceara.

Este estudo, utilizando a metodologia do HMA para duas regides do genoma viral,
revelou a presenga dos subtipos B (94%), F (3%) e recombinantes B/F (3%) em um total de
129 amostras subtipadas simultaneamente por HMA env e gag. Todos os recombinantes
B/F eram provenientes de pacientes residentes em Fortaleza. Com relagdo ao subtipo F,
apenas um paciente residia no interior, enquanto os demais eram da capital do estado.

Anteriormente, em um estudo com apenas 20 amostras e utilizando HMA para a
regido do envelope, foram detectados apenas subtipos B (Galvdo-Castro, comunicagédo
pessoal). Ndo podemos afirmar se a detec¢@o de subtipo F e recombinantes B/F decorre de
uma introdugfo recente no estado ou se € conseqiiéncia do aumento no niumero de amostras
estudadas, o que amplia a possibilidade de detec¢fio de subtipos de menor prevaléncia.

Estudos futuros com uma maior amostragem ¢ coletadas em momentos diferentes séo
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necessarios a fim de se estabelecer uma vigilancia do polimorfismo genético do HIV-1 no
Ceard e determinar o futuro papel de virus ndo B na dindmica da epidemia no estado.

A coexisténcia em uma dada regido de subtipos diferentes tem implicagGes nas
estratégias terapéuticas e profilaticas e, por colocar diferentes formas genéticas em contato
pode favorecer a geracdo de virus recombinantes. Em um estudo realizado pela Rede
Brasileira para I[solamento e Caracterizagdo do HIV (Brazilian Network for HIV-1 [solation
e Characterization, 2000) onde foram analisadas amostras de Sdo Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais, através de analise filogenética, chegou-se a conclusdo que o subtipo F foi
introduzido posteriormente ao B. Além disso, ao se analisar dois trabalhos realizados pela
Rede, porém em momentos diferentes (1998 e 2000), verificou-se aumento recente das
prevaléncias dos subtipos F e C. Pinto e colaboradores (Pinto e cols, 2000), utilizando
analises de padrdes de restrigdo em amostras provenientes do Rio de Janeiro, também
sugerem uma introdugdo mais recente de subtipo F nesse estado. O subtipo F foi detectado
no Brasil no inicio da década de noventa (Louwaige e cols, 1994; Morgado e cols, 1994) e
desde entdo uma crescente prevaléncia desse subtipo tem sido demonstrada.

No Brasil, a epidemia parece apresentar diferentes padrdes e distribuigdo de
subtipos, porém o subtipo B tem se mostrado o mais prevalente nos mais diferentes grupos
de risco (Sabino e cols., 1996; Galvao-Castro ¢ cols., 1996; Morgado ¢ cols., 1998; Couto-
Fernadez e cols., 1999; Stefani e cols., 2000; Rossini ¢ cols., 2001; Brazilian Network for
HIV-1 Isolation e Characterization). Os subtipos C, D, F também tem sido detectados no
Brasil, bem como recombinantes B/F (Sabino ¢ cols., 1994; Morgado ¢ cols., 1998; Tanuri
e cols., 1999; Ramos e cois., 1999) e infec¢des duplas (Janini e cols., 1998; Ramos e cols.,
1999). Recentemente, foi detectado também, em amostras provenientes do Rio de Janeiro,

um subtipo A (Caride et al, 2001). Tanto no Brasil, como em paises da América do Norte e
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Europa oriental tem sido demonstrado um aumento de formas genéticas ndo B, bem como
aumento de novas formas genéticas por recombinagdo entre virus de subtipos diferentes
circulando localmente (Thomson e cols, 2001). A identificagdo e caracteriza¢do dos
subtipos ndo B sdo de extrema importancia para a compreensdo da epidemia e de sua
dindmica em nosso pais.

Dentre as amostras analisadas, 8 (5,4%) ndo foram definidas por HMA env,
enquanto 12 (8%) ndo tiveram o subtipo definido por HMA gag. Todas as amostras nido
subtipadas por uma das técnicas foram definidas como subtipo B pela outra técnica. Dentre
as causas da ndo defini¢do dos subtipos, podemos considerar a pouca quantidade do DNA
extraido ou a ndo formacdo de qualquer padrdo de bandas de heteroduplex que permitisse
sua caracterizagdo no gel de HMA, apesar de uma boa concentragdo de DNA. Uma
porcentagem similar de amostras ndo definidas por essa metodologia é relatada em varios
trabalhos que utilizam a mesma técnica (Delwart ¢ cols., 1993; Morgado e cols., 1998;
Heyndrickx e cols, 2000; Stefani e cols., 2000). E preconizado que nesses casos scja
realizado sequenciamento e isto faz parte dos nossos objetivos futuros. Uma quantidade um
pouco maior de amostras ndo subtipadas pelo HMA gag pode ser atribuida a questdes
meramente técnicas, ja que esta metodologia foi implantada recentemente em nosso
laboratério, enquanto que 0 HMA env ja se encontra estabelecida desde 1997.

Em amostras provenientes da Africa, foram demonstrados casos de discordancia
env/gag em 54% das amostras dos Camardes, 41% de Benin, 27% de amostras do Kenia e
nenhuma discordancia em amostras da Zambia (McCutchan e cols., 2000). Neste estudo,
em relagdo as amostras subtipadas por HMA env e gag, foram encontradas 4 amostras (3%)
com divergéncia entre env e gag, sendo estas definidas como subtipo B em env e F em gag

¢ portanto classificadas como recombinantes B/F. A distribuigdo global de diferentes
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formas do HIV-1 € um processo dinamico ¢ quanto mais subtipos estiverem presentes em
uma dada regido, maior a probabilidade de gera¢do de recombinantes.

A escolha do HMA como técnica para subtipagem das amostras foi baseada na
eficacia, reprodutibilidade, rapidez e custo desta metodologia. Devido a essas
caracteristicas, o HMA foi indicado pela Organizagdo Mundial de Saide como método para
determinagdo dos subtipos genéticos do HIV-1, deixando o sequenciamento apenas para
casos de dificil definigdo. A técnica de HMA tem sido utilizada em varios lugares do
mundo, por ser bastante ttil em estudos em larga escala.

O HMA foi desenvolvido em 1993 por Delwart e colaboradores, sendo a
subtipagem baseada no gene env. Devido a crescente disseminagdo e detecgdo de virus
recombinantes em todo mundo foi necessario expandir esta técnica para outras regides do
genoma e em 2000 foi desenvolvido por Heyndrickx e colaboradores um HMA a partir do
gene gag. Acredita-se que o HMA env/gag constitua o melhor método para triagem dos
subtipos circulantes e recombinantes. O HMA env tem mostrado forte correlagdo entre os
subtipos obtidos por esse método e aqueles obtidos por sequenciamento ou andlise
filogenética, o que respalda ainda mais a utilizagdo dessa técnica (Delwart e cols., 1993;
Sabino e cols., 1996; Morgado e cols., 98; Heyndrickx e cols., 1998; Brazilian Network For
HIV Isolation And Characterization, 2000). Quanto ao HMA gag, foi demonstrado por
Kazennova e colaboradores (Kazennova e cols, 2001) uma sensibilidade e especificidade de
100% do HMA gag, quando comparado com sequenciamento. Em outro trabalho, de 79
amostras caracterizadas geneticamente, apenas um subtipo D néo foi classificado por HMA
gag, além de dois subtipos J para os quais nio havia ainda representantes no painel de

referéncia (Heyndrickx e cols., 2000).
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A associagdo entre diversos subtipos genéticos com diferentes vias de transmissio e
progressdo para a AIDS tem sido bastante analisada (Gali e cols., 1997; Perhrson e cols.;
1997; Amornkul e cols., 1999; Kanki e cols., 1999), porém evidéncias definitivas que
confirmem ou rejeitem essa associagdo ainda ndo foram encontradas. A extensa divergéncia
observada sugere que de alguma forma ela poderia interferir nas caracteristicas biologicas
do HIV-1. Alguns estudos mostram dados que sugerem que subtipos do HIV-1 podem
diferir no tempo de progressdo para a AIDS e em algumas propriedades bioldgicas
importantes (Tscherming e cols., 1998; Kanki e cols., 1999). Estes resultados tém sido
questionados e considerados controversos por outros autores (Gali e cols., 1997; Morgado e
cols., 1998; Ramos ¢ cols., 1999; Amornkul e cols., 1999; Brazilian Network for HIV-1
[solation and Characterization, 1996). Entretanto, Sabino e colaboradores (Sabino e cols.,
1996) analisando amostras de Séo Paulo, sugeriram que o subtipo F estava associado com o
uso de drogas injetaveis. Outro estudo, com amostras da Bahia detectou subtipo F apenas
entre usuarios de drogas endovenosas, embora a casuistica nesse estudo tenha sido muito
pequena (Couto-Fernandez e cols., 1999). No presente trabalho n3o pudemos avaliar a
existéncia ou ndo dessa associagfio, pois os dados sobre via de transmissdo ndo estavam
disponiveis.

A técnica de digestdo com a enzima Fokl, realizada nas amostras do Ceara de HIV-
1, para determinar a prevaléncia do tetrapeptidio GWGR, caracteristico do subtipo B
brasileiro, revelou uma prevaléncia de 34,3% desta variante. Este resultado € similar ao
percentual encontrado para esta variante (30-57%) em outras regides do pais, em analises
utilizando a mesma metodologia (Galvdo-Castro e cols, 1996; Covas e cols., 1998;

Morgado e cols., 1998).
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Tem sido sugerido que a alta frequéncia de GWGR no Brasil pode esta ligada a
alguma pressdo seletiva ou vantagem evolutiva (Costa e cols., 1996). Sugere-se ainda que
essa alta prevaléncia pode decorrer de um efeito fundador ou como resultado de um maior
potencial infectivo dessa variante (Morgado e cols., 1998; Covas ¢ cols., 1998). Embora a
importancia do subtipo B brasileiro na epidemia da AIDS néo esteja bem estabelecida, a
alta prevaléncia de GWGR indica que ela é epidemiologicamente importante ¢ pode ser
relevante para o planejamento de vacinas no Brasil.

Apés a detecgdo de GWGR e GPGR, tentamos verificar possiveis associagdes entre
a distribui¢do dessas variantes ¢ alguns dados epidemioldgicos, porém nenhuma associagéo
entre GWGR e GPGR e distribuicdo por sexo, estadiamento clinico € contagem de células
CD4" foi encontrada. Proporgdes similares dessas variantes, independentemente do sexo,
estadiamento clinico, contagem de células CD4" e modo de transmisséo foram relatadas em
outros estudos (Morgado e cols., 1998; Casseb e cols., 1998; Santoro-Lopes ¢ cols., 2000).
Entretanto, Covas e colaboradores (Covas ¢ cols., 1998) demonstraram maior prevaléncia
de GWGR em mulheres, independente da forma de transmissdo. Além disso, Santoro-
Lopes e colaboradores (Santoro-Lopes e cols., 2000) sugerem que individuos infectados
com a variante GPGR progridem mais rapido para a AIDS.

O presente trabalho proporcionou o conhecimento da distribuicdo dos subtipos do
HIV-1 no estado do Ceara em amostras coletadas ao longo do ano 2000. Este
conhecimento contribui para os dados da diversidade do HIV no Brasil, fornecendo
informagdes para estudos futuros. A vigilancia epidemioldgica continuada das formas
genéticas do HIV permite detectar rapidamente a introdugio de novos subtipos e verificar o
aumento da diversidade genética. O aumento na diversidade do HIV em uma populagio

pode dificultar o diagnostico de novos casos, o desenho de vacinas eficazes, ¢ o
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monitoramento da resposta a terapias com drogas antiretrovirais através da detecgdo da
carga viral. Além disto, a determinagdo dos subtipos genéticos do HVI-1 representa uma
ferramenta poderosa para o monitoramento de alteragdes nos padrdes de transmissdo locais

e para o mapeamento da epidemia local e global.
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7. CONCLUSOES

A caracterizagdo molecular de amostras de HIV-1 provenientes do Ceara, através da
metodologia de HMA para as duas regides do genoma viral, env e gag, revelou a
presenga dos subtipos B (94%), F (3%) e recombinantes B/F (3%). Este ¢ o primeiro

relato da presenga de subtipo F e recombinantes B/F no estado do Ceara.

A combinacdo do estudo de dois genes virais (env e gag) permite realizar uma
estimativa minima de recombinantes, sendo bastante util, especialmente com a

emergéncia dessas formas em todo o mundo.

Uma menor prevaléncia de subtipo F foi encontrada no Ceard em comparagdo com o
sudeste do Brasil (Brazilian Network for HIV Isolation and Characterization, 2000).
Além disso, ndo foi detectado nenhum subtipo C, revelando que a distribuigdo dos
subtipos genéticos do HIV-1 assume padrdes diferentes em diferentes regides do pais

(Morgado ¢ cols, 2002).

A analise das caracteristicas epidemioldgicas do grupo de pacientes incluidos nesse
estudo revelou ser esta uma populacdo representativa da situagdo da epidemia do HIV
no Ceara e no Brasil. A faixa etaria com a maior prevaléncia da infecgdo pelo HIV foi a
de adultos jovens (31-40 anos; 41%), sendo 73,8% dos pacientes pertencentes ao sexo

masculino e 26,2% ao sexo feminino.
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5. Fot encontrada uma prevaléncia de 33,4% do motivo GWGR da alg¢a V3, caracteristico
do subtipo B brasileiro, revelando que esta variante também ¢ epidemiologicamente
importante no Ceard. Nenhuma associagdo entre GWGR e GPGR e distribuigdo por

sexo, estadiamento clinico e contagem de células CD4" foi encontrada
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