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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 vírus do subtipo B, 

embora um aumento no número de vírus não Bs e recombinantes tem sido registrado. O HM A, baseado 

no gene env, tem sido muito usado neste país como ferramenta para monitorar a distribuição dos 

subtipos. Como a recombinação intersubtipo é uma importante fonte de variação genética do HIV-1 é 

de fundamental importância ampliar a subtipagem por HMA para duas regiões distintas do genoma do 

HIV: env e ga^. O principal objetivo deste trabalho é identificar subtipos circulantes do HIV-1 no 

estado do Ceará. Este estado está localizado na região Nordeste do Brasil, onde o turismo sexual e a 

prostituição infantil são fatores que favorecem a disseminação da epidemia do HIV. As amostras foram 

coletadas no Hospital São José, que é o maior hospital para HIV/AIDS no Ceará. Células 

mononucleares do sangue periférico foram separadas pela metodologia de Ficol-Hipaque e o DNA 

genômico extraído através da digestão com proteinase K, seguido de purificação com fenol- 

clorofórmio. O DNA genômico foi usado para amplificar fragmentos dos genes env e gag através de 

PCR. Foi utilizada a técnica de HMA para identificar os subtipos circulantes nessa população. 

Amostras correspondentes à variante brasileira do subtipo B (motivo GWGR) foram identificadas por 

RFLP usando a enzima de restrição FokI. Foram analisamos 149 amostras positivas para HIV-1 

coletadas no ano 2000. Os subtipos B, F e B/F foram identificados. A prevalência do subtipo B foi de 

94% e a prevalência de ambos subtipo F e recombinante B/F de 3%. Baseado na análise com a enzima 

Fokl, 34% das amostras foram identificadas como a variante brasileira do subtipo B (motivo GWGR). 

Foi demonstrado, nesse estudo, uma predominância de subtipo B semelhante a estudos anteriores 

realizados com amostras da região sudeste do Brasil. Além disso, foi demonstrado, pela primeira vez, a 

presença de subtipo F e recombinante B/F no estado Ceará. Estes resultados contribuem para um 

conhecimento geral da epidemia do HIV no Brasil, fornecendo informações importantes para o 

planejamento de estratégias relevantes para a saúde pública em nosso país.
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ABSTRACT

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY Oi' HIV-1 IN THE STATE OF CEARA, BRASIL. SANDRA 

ROCHA GADELHA. In Brazil HlV-1 is predominantly 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 impoiiant sourcc of HIV-1 genetic variation it is of paramount 

importance to extend HMA subtyping using two distinct HIV regions; env e gag. The main goal of the 

present work is to identify circulating IIIV-I subtypes in Ceará State using env and gag HMA. Ceará 

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 São José Hospital, which is the major hospital for HIV/AIDS in Ceará. PBMCs were 

separated by Ficol-Hypaque method and genomic i)NA 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 FokI 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/F recombinants were 3%. Based on FokI RFLP, 34% 

of the subtype B samples were ideaufied 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 Ceará 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. INTRODUÇÃO

1.1 Histórico

A síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) foi reconhecida em 1981. Em 

junho deste ano, um relato do CDC {Centers o f 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 evolução de outras condições associadas à 

imunodeficiência. Os pacientes afetados tinham alguns aspectos em comum, como uma 

diminuição do número de linfócitos T e comportamento homossexual e/ou uso de drogas 

injetáveis.

No final de 1982 tornou-se evidente que esta nova síndrome não era limitada a 

poucas cidades ou a indivíduos com comportamento de risco (homossexuais e usuários de 

drogas). Muitos casos foram descritos em vários outros estados e a síndrome foi descrita 

também em hemofílicos, parceiros sexuais de membros dos grupos de risco e entre pessoas 

que faziam tratamento com sangue ou hemoderivados. Todas essas observações indicavam 

que a transmissão ocorria através do sangue e de contato sexual e que se tratava, portanto, 

de uma doença transmissível, o que direcionou pesquisas para o isolamento e identificação 

do agente etiológico.

0  primeiro isolado deste retrovirus foi obtido, de um paciente com AIDS, pelo 

grupo de pesquisadores liderados por Luc Montaigner do Instituto Pasteur de Paris, França, 

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



cols., 1983). Logo etn seguida, nos Estados Unidos, o grupo coordenado por Robert Gallo 

também isolou este retrovirus, denominando-o de HTLV-3 {human T-lymphotropic virus 

íype III) (Gallo e cois., 1984). Em 1986, o Comité Internacional sobre Taxonomía de Virus, 

recomendou a designação de HIV (Human Immunodeficiency Virus) para o virus causador 

da AIDS (Coffin e cois., 1986). Neste mesmo ano foi identificado o HIV-2 (Clavel e cois., 

1986).

Até o momento, a infecção com HIV-1 conhecida como mais antiga corresponde a 

uma amostra de 1959, proveniente da África (Zhu e cols., 1998). Seqüências de HIV antes 

do reconhecimento da AIDS podem conter informações cruciais para a definição do tempo 

de origem e a evolução subseqüente desse vírus em humanos (Zhu e cols., 1998)

1.2 Epidemiología

1.2.1. Epidemiología global da AIDS

A  AIDS é considerada a quarta causa de mortalidade em todo o mundo, sendo a 

principal causa na África subsahariana. Desde o início da epidemia, mais de 60 milhões de 

pessoas já se infectaram, sendo que destas, cerca de 20 milhões já foram a óbito (Figura 1). 

A maioria das novas infecções ocorre em adultos jovens, sendo as mulheres jovens 

particularmente vulneráveis (UNAIDS, 2001). Embora o primeiro caso definido de AIDS 

tenha sido diagnosticado em um homossexual do sexo masculino, atualmente, a forma 

predominante de transmissão no mundo é a heterossexual. A transmissão perinatal 

corresponde à cerca de 15 a 25% das novas infecções e podem ocorrer intra-útero, durante





o parto e após o nascimento, durante a amamentação. Nos países onde algum sistema de 

prevenção foi adotado, uma significativa redução da transmissão perinatal pôde ser 

observada. O uso de drogas injetáveis tem um papel particularmente importante em regiões 

como a Asia e sul da Europa na transmissão parenteral do HIV. A transmissão através de 

transfiisão sanguínea tem diminuído consideravelmente com a implantação de testes de 

triagem sorológica, porém, ainda contribui para o aumento desta epidemia em locais onde 

transfusões são comumente usadas como tratamento e a triagem sorológica não é utilizada 

como rotina (Gayle e cols., 2001).

A África é o continente mais afetado pelo HIV. Quando comparado com o mundo, a 

África subsahariana tem a maior incidência e prevalência da infecção, menor nível de 

acesso à saúde e a menor estabilidade econômica (Gayle e cols., 2001). Nesta região, há 

cerca de 28,1 milhões de pessoas vivendo com o vírus da AIDS. Em alguns lugares, as 

taxas de prevalência em mulheres grávidas são superiores a 30%, e em países, como 

Botswana, Malawi, Moçambique, 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 Rússia, a epidemia apresenta o crescimento mais 

rápido do mundo e a maioria dos casos notificados está relacionado ao consumo de drogas 

endovenosas. Na Ásia e Pacífico, a incidência de infecções pelo HIV tem aumentado 

bastante nos últimos anos, com cerca de 7,1 milhões de pessoas vivendo com AIDS em 

2001. No Oriente Médio e África do Norte, em geral, a prevalência do HIV é baixa, embora 

tenha se verificado um número crescente de infecções. Na América Latina e Caribe existem 

cerca de 1,8 milhões de pessoas infectadas pelo HIV. O Caribe é a segunda região mais 

afetada do mundo, com a AIDS representando a principal causa de mortalidade em alguns 

países. Nos países desenvolvidos, como Austrália, Canadá, Estados Unidos e países da



Europa Ocidental, observa-se um aumento nas taxas de infecção através de contato sexual. 

Nesses países, estima-se que 1,5 milhões de pessoas tenham se contaminado com HIV 

(UNAIDS,2001).

1.2.2. Epidemiología da AIDS no Brasil

Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram detectados no início da década de 80, 

na região sudeste, nos municípios de São Paulo e Rio de Janeiro, e o agente etiológico 

isolado pela primeira vez no país em 1987 (Galvão-Castro e cols, 1987). De acordo com a 

história natural da doença, acredita-se que a entrada do vírus no país deve ter ocorrido na 

década de 70 e após ter se concentrado na região sudeste houve disseminação para o resto 

do país.

De acordo com dados do Ministério da Saúde, entre 1980 e 2001, 215.810 casos de 

AIDS foram notificados, sendo 159.226 do sexo masculino e 56.584 do sexo feminino. 

Deste total, 105.595 óbitos por AIDS foram registrados em todo país.

O grupo etário mais atingido, em ambos os sexos, tem sido o de 20 a 39 anos. 

Quanto aos tipos prováveis de transmissão do HIV, dentre os casos notificados entre 1980 e 

2001, a transmissão sexual representa 26,6%, a transmissão homossexual 17,2%, a 

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

A epidemia no Brasil se caracterizou por três grandes fases, com importantes 

mudanças no perfil epidemiológico ao longo do tempo. Na primeira fase (1980-1986) 

predominou a transmissão sexual, especialmente entre homo/bissexuais masculinos e entre 

indivíduos de alta escolaridade, concentrados principalmente na região sudeste. Na segunda 

fase (1987-1991) tem importância a transmissão entre usuários de drogas e através de



transfusão sangüínea. Além disso, uma maior proporção de casos vinha sendo atribuída à 

transmissão heterossexual. Começa a haver também uma regionalização do padrão de 

transmissão. A terceira fase ou fase atual (1992 até hoje) está relacionada a um aumento da 

disseminação entre heterossexuais (Figura 2), afetando mulheres e seus filhos, bem como 

regionalização, especialmente entre populações de baixa renda (Ministério da Saúde, 2001)

O aumento expressivo do número de mulheres infectadas no perfil epidemiológico 

da doença pode ser constatada na progressiva redução da razão de sexo entre todas as 

categorias de exposição, que passou de 24 homens: 1 mulher, em 1985, para 2 homens: 1 

mulher, em 1999/2000 (Dhalia e cols., 2000). Uma das conseqüências diretas dessa maior 

participação feminina é o progressivo aumento da transmissão vertical. A primeira 

ocorrência de transmissão perinatal registrada no Brasil foi em 1985. Desde então, já foram 

notificados até junho de 2001, 6.015 casos (2,8% do total) de infecções pelo HIV-1 em 

crianças menores de 05 anos (Ministério da Saúde, 2001).

O acesso aos antiretrovirals de forma gratuita e universal, na rede de saúde pública 

no Brasil, foi garantido desde 1996. De acordo com a Lei 9.3131/96 é de responsabilidade 

do Governo disponibilizar um tratamento mais adequado aos pacientes infectados pelo HIV 

dentro de parâmetros técnicos e científicos definidos pelo Ministério da Saúde, por 

intermédio da Coordenação Nacional (CN) de DST e AIDS. 0  impacto dessa medida foi 

bastante positivo, reduzindo os índices de mortalidade pela infecção pelo HIV-1 e 

melhorando a qualidade de vida dos indivíduos infectados. No Brasil, acredita-se que com 

o advento da terapia antiretroviral foram evitadas cerca de 146.000 hospitalizações 

entre 1997 e 1999. Além disto, o tempo médio de hospitalização de um indivíduo infectado



Figura 02 - Casos de aids, segundo as principais categorías 
de exposição e ano de diagnóstico. Brasil, 1980 - 2001*.

(retirado e adaptado de http://aids.gov.br)

http://aids.gov.br


pelo HIV caiu significativamente de 38 dias em 1995 para 20 dias em 1997, observando-se 

ainda, significativa redução na demanda para tratamento de doenças oportunistas. Portanto, 

a terapia antiretroviral significou menos morte e menos internação. No Brasil, como o 

acesso a saúde pública e as condições sócio-econômicas são precários, a decisão de 

assegurar a disponibilidade dos antiretrovirais na rede pública representou uma grande 

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

1.2.3 Epidemiología da AIDS no Nordeste

A região Nordeste, formada pelos estados do Maranhão, Piauí, Ceará, Rio Grande 

do Norte, Pernambuco, Paraíba, Alagoas, Sergipe e Bahia, é a terceira em extensão 

territorial e a segunda do país em população, abrigando cerca de 38 milhões de habitantes, 

0 que corresponde à cerca de 30% dos brasileiros. O estado mais povoado da região é a 

Bahia, seguida por Pernambuco e Ceará. Quando se considera o total de casos notificados 

de AIDS na região, esses são também os três estados mais afetados.

De acordo com dados do Ministério da Saúde foram notificados entre 1980 e junho 

de 2001 19.752 casos de AIDS no Nordeste.

A região Nordeste é caracterizada pelos maiores índices de pobreza do país, o que 

coloca tal região numa situação de grande vulnerabilidade quanto à disseminação do HIV. 

Além da pobreza, outro fator importante que favorece a disseminação do HIV, é o turismo 

sexual. O Nordeste, especialmente as cidades litorâneas como Recife, Natal, Aracaju, 

Fortaleza e Salvador, com suas praias e atrações, concentra o maior número de turistas 

nacionais e estrangeiros, bem como um intenso fluxo de sexo-turismo. Além da prostituição 

tradicional, as adolescentes também formam um contingente regional de mulheres vivendo 

dessa profissão (Ministério da Saúde, 2001).



O estado do Ceará possui uma área de 146.348,3 Km^ com uma população de 

7.200.167 habitantes, segundo projeções para o ano 2000, de acordo com o IBGE. A 

capital. Fortaleza, possui 2.147.000 residentes e está dividida em 20 bairros e em 6 

secretarias executivas regionais. O primeiro caso de AIDS identificado no Ceará ocorreu 

em 1983, em um paciente de 23 anos, atendido no Hospital Universitário Walter Cantídio 

(Ministério da Saúde, 2000). Até setembro de 2000 foram notificados 3.165 casos, 

tornando o Ceará o terceiro estado do nordeste em número total de casos. Destes, 78 são 

crianças e 3.087 adultos. O sexo masculino representa 79% dos casos notificados, embora 

se verifique crescimento no registro de casos de infecção em mulheres. Atualmente, a 

proporção é de três 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 declínio nos casos de AIDS na capital (60%), com aumento importante 

de ocorrência no interior. A faixa etária de maior concentração dos casos é a de 20-44 anos, 

A transmissão sexual é a principal via de transmissão do HIV/AÍDS. A categoria 

homo/bissexual masculina foi durante vários anos a categoria mais afetada pela infecção, 

no entanto, a curva de transmissão entre heterossexuais aumentou consideravelmente na 

última década e ambas as categorias têm praticamente a mesma importância na fase atual 

(Figura 3).

Existem casos notificados de HIV em 141 dos 184 municípios do estado. O perfil do 

indivíduo infectado no Ceará, e em especial em Fortaleza, confirma a pauperização da 

epidemia e a tendência de disseminação entre indivíduos de baixa escolaridade (Ministério 

da Saúde, 2000).

o  estado do Ceará
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Figura 3. Casos de aids segundo as principais categorías de 
exposição e ano dediagnóstico. Ceará, 1980 - 2001*.

(retirado e adaptado de http://aids.gov.br)

http://aids.gov.br


n

No Ceará, a disseminação desse vírus está relacionada ao êxodo rural, que 

concentra, na periferia, grandes aglomerados de baixa renda, baixa escolaridade e pouco 

acesso aos serviços básicos de saúde. Além disso, o turismo sexual é um fator importante 

para a disseminação do vírus e está relacionado com a possibilidade de introdução de novos 

subtipos (Ministério da Saúde, 2000). Considerando os aspectos relacionados ao vírus e 

àepidemia causada por ele, fica evidente a necessidade de reforçar o sistema de vigilância 

do polimorfismo do HIV.

1.3 Classificação do HIV

O HIV pertence á família Retroviridae. Esta família inclui toda partícula virai com 

genoma RNA e presença da enzima transcriptase reversa, que permite ao vírus 

retrotranscrever seu genoma de RNA em uma molécula de DNA. Dentro da família 

Reíroviridae, o HIV pertence à subfamilia Lentivirinae. Os lentivírus são caracterizados 

por produzirem, em geral, infecção persistente crônica com desenvolvimento de danos 

progressivos ao sistema imune do hospedeiro e como consequência alterações patológicas 

nos estágios tardios da doença (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 transmissão entre ambos são os mesmos, porém, enquanto o HIV-1 está associado a 

infecções em todo o mundo, o HIV-2 tem distribuição restrita à África central e oriental, 

embora registros de casos isolados também tenham sido feitos nos EUA, Europa, Ásia, 

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



Outros membros do grupo lentivirus infectam primatas não humanos e são 

coletivamente denominados de vírus da imunodeficiência símia (SIV), com uma subscrição 

para indicar a espécie hospedeira de origem: african green monkeys (SlVagm), sootey 

mangahey monkeys (SlVsm), mandrills (SlVmnd), sykes monkeys (SlVsyk) e chipanzés 

(SIVcpz) (Cohen e cols., 1998; Barré-Sinoussi, 1996; Hahn e cols., 1994).

Muitas espécies de primatas estão infectados com SIV na selva, contudo os 

lentivirus de primatas não humanos são geralmente não patogênicos em seu reservatório 

natural. Porém, a transmissão do SIV de uma espécie para outra, que não o reservatório 

natural, pode resultar em patogenicidade.

Existem evidências de que a AIDS constitui uma zoonose e que a transferência 

cruzada de lentivirus de primatas para o homem deu origem a esses dois novos patógenos 

humanos (Hahn e cols., 1994; Sharp e cols., 1994; Gao e cols., 1999). Indícios que 

permitiram chegar a essa conclusão incluem similaridade na organização genômica entre 

SIV e HIV, coincidência geográfica na ocorrência destes dois vírus, rotas plausíveis de 

transmissão, relacionamento filogenético e prevalência do lentivirus de primata no seu 

hospedeiro natural. O reservatório primário do HIV-2 foi identificado como sendo o sooty 

mangabey {Cercocebus atys), enquanto que no caso do HIV-1, foi mostrado por Gao e 

colaboradores (Gao e cols., 1999), que chimpanzés Pan troglodytes troglodytes infectados 

com SIVcpz seriam responsáveis pela transmissão ao homem. Os autores, porém, não 

descartam a possibilidade de que outras espécies de chimpanzés também tenham 

funcionado como reservatório primário e reforçam a necessidade de mais estudos sobre a 

história natural e biologia do SIVcpz/HIV-1 para o perfeito entendimento desta rota de 

transmissão, bem como de sua freqüência.
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O HIV-I tem uma estrutura icosaédrica, com cerca de 110 nm de diâmetro e consiste 

de uma camada lipídica ou envelope que envolve o nucleocapsídio. A região mais interna é 

0 core central, contendo duas cópias idênticas de uma fita de RNA e enzimas virais. O 

genoma RNA apresenta características típicas dos retrovirus, com aproximadamente 9,500 

nucleotídeos (lOkb), ocupados em grande parte pelos três genes estruturais: gag (grupo 

antígeno), pol (polimerase), env (envelope). O genoma é flanqueado por duas regiões 

contendo seqüências repetitivas, denominadas longos terminais de repetição (LTR-long 

terminal repeat region), onde estão as principais seqüências promotoras para a transcrição 

dos genes virais. Há ainda, seis outros genes acessórios e regulatórios no genoma, sendo os 

cincos: vif, vpr, íaí, 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 virai, derivado da membrana celular do hospedeiro, é constituído por 

duas glicoproteínas extensivamente glicosiladas: gpl20 e gp41. A estrutura primária da 

gpl20 mostra uma alternância de cinco regiões conservadas (C1-C5) e 5 regiões variáveis 

(VI-V5), que se encontram distribuídas da seguinte forma, a partir da extremidade 5’: 

C 1V 1V2C2V3C3 V4C4V5C5.

O complexo glicoprotéico formado entre gpl20-gp41 apresenta uma estrutura 

trimérica composta de seis subunidades individuais: três moléculas de gpl20 e três de gp41 

que medeiam a ligação e fusão à membrana celular (Moore e cols., 2001). A localização da 

gpl20 é totalmente exterior e a gp41 tem localização transmembranar. Ambas são

13
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Figura 04. Estrutura do HIV-1

(retirado e adaptado de http://tensegrity.critpath.org/aric/library)

http://tensegrity.critpath.org/aric/library


Figura 05: Representação esquemática do genoma do HIV-1 e do HlV-2



produzidas a partir da clivagem de uma glicoproteína precursora, a gpl60, cuja síntese é 

iniciada a partir da transcrição do gene env (Hahn e cols., 1994; Cohen e cols., 1998).

Abaixo da bicamada lipídica está a proteína da matriz, pl7, que é codificada pelo 

gene gag. Além da pl7, são codificadas também por gag, as proteínas: p24, que 

corresponde a maior proteína do capsídio; p7, proteína com motivos de ligação entre 

proteínas e ácidos nucléicos, e p6, um peptídeo derivado da região 5’ da proteína percursora 

da proteína gag com funções relacionadas ao brotamento de virions e a incorporação da 

proteína vpr nas partículas virais. São ainda consideradas proteínas estruturais as enzimas 

envolvidas no processo de replicação e integração do RNA virai: p66/p51 (transcriptase 

reversa), plO (protease) e p32 (integrase), codificadas pelo genepoL As proteínas dos genes 

gag e pol são traduzidas como uma poliproteína precursora que deve ser clivada pela 

protease nas subunidades distintas (Hahn e cols. 1994; Cohen e cols., 1998; Abbas, 2000).

Os genes que codificam várias proteínas acessórias e regulatórias (tat, rev, nef, vif, 

vpu, vpr, vpx) não são expressos da mesma forma em todos os membros do grupo dos 

lentivirus complexos, refletindo assim adaptações e evoluções diferentes nos diversos 

hospedeiros primatas. As proteínas codificadas atuam de forma variada na regulação do 

HIV.

As longas regiões terminais repetidas (LTR) não codificam proteínas, mas são 

essenciais para a regulação da expressão virai. Fatores transcripcionais do hospedeiro e 

codificados pelo vírus ligam-se a regiões específicas da LTR e promovem a expressão de 

genes do HIV. As regiões LTR contêm regiões com sinais para poliadenilação, TATA box, 

sequência promotora e sítios de ligação para dois fatores transcricionais: NFkB e SPl 

(Abbas, 2000). Seqüências desta região também estão envolvidas na integração pro virai,
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onde dois pares de base são perdidos antes dele ser inserido ao genoma celular (Hahn e 

cois., 1994).

Os virions possuem também outras proteínas oriundas do hospedeiro no seu 

envelope, tais como: microglobulina-p2, moléculas do complexo principal de 

histocompatibilidade, actina e ubiquitina. Tem sido proposto, que estas proteínas 

facilitariam a fusão e penetração do vírus na célula, além de estarem envolvidas com a 

patogênese virai (Hahn e cols., 1994).

7.5. Ciclo virai (Figura 6)

As membranas plasmáticas contêm centenas de proteínas e muitas delas têm 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 

são denominados co-receptores. 0  receptor CD4, presente em células T, macrófagos e 

células dendríticas, é uma glicoproteína de superfície, cuja função fisiológica é ligar-se a 

moléculas do MHC-II presentes na superfície das células apresentadoras de antígeno (APC) 

(Cohen e cols., 1998; Hahm e cols., 1994).

A fusão do HIV com a célula alvo é iniciada através da interação da proteína gpl20 

e 0 receptor CD4. O sítio de ligação da molécula de CD4 na gpl20 está localizado dentro 

de uma depressão, na interface dos três domínios que compreendem a estrutura da gpl20. A 

superfície do sítio de ligação do CD4 é isenta de glicosilação e relativamente bem 

conservada entre isolados do HIV-1 (Moore e cols., 2001). A interação entre gpl20 e CD4 

é de alta afinidade e além de permitir a junção entre vírus e célula alvo induz mudanças 

conformacionais necessárias para os estágios subsequentes da entrada virai, incluindo
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ligação ao correceptor e exposição de uma região hidrofóbica da gp41, chamada de peptídio 

de fusão (Cohen e cols., 1998; Hahn e cols., 1994; Dimitrov, 1997). A proteína gp41 

promove a fusão do vírus à membrana celular do hospedeiro e em seguida a entrada do 

capsômero no citoplasma da célula (Cohen e cols., 1998; Hahn e cols., 1994).

Após a internalização do vírus, o core deve ser exposto de forma adequada para que 

a transcrição reversa do RNA virai em cDNA seja efetuada. Completada a síntese do 

cDNA, este, juntamente com a integrase e a transcriptase reversa formam um complexo 

que é transportado ao núcleo. No núcleo, a integrase promove uma integração aleatória e 

covalente do DNA virai ao genoma celular, levando a formação de um provirus. O DNA 

proviral funciona como um molde para a produção de RNAs virais (Hahn e cols., 1994).

O início da transcrição gênica do HIV está ligado à ativação fisiológica das células 

T por antígenos ou citocinas, e provavelmente, envolve a indução de fatores nucleares que 

interagem com seqüências de ligação para NFkB na LTR.

A montagem do vírus ocorre próxima à membrana celular, o qual é liberado, através 

de brotamento, juntamente com elementos da membrana celular do hospedeiro.

O conhecimento dos processos de entrada do vírus e do seu ciclo reprodutivo é de 

grande importância, pois permite determinar estratégias para o desenvolvimento de terapias 

antiretrovirais (Dimitrov ,1997).

L6 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 reservatório para 

disseminação da infecção pelo HIV (Cohen e cols., 1998). Os linfócitos T CD4^ e células
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da linhagem monocítica (macrófagos) são os principais alvos da infecção pelo HIV. Os 

reservatórios incluem além de macrófagos e linfócitos T latentemente infectados, fontes 

extracelulares do virus, como células dendríticas e células foliculares dendríticas (Moie e 

cois., 2000).

Geijtenbeek e colaboradores (Geijtenbeek e cois., 2000) demonstraram a ligação 

entre a gp-l20 e um receptor tipo lectina específico para célula dendrítica (DC-SIGN). DC- 

SIGN, de acordo com os autores, nao funciona como um receptor para a entrada do virus na 

célula dendrítica, mas captura o HIV na periferia e facilita seu transporte para os órgãos 

linfóides, infectando células que expressam CD4 e receptores de quimiocina. Foi mostrado 

ainda, por Moir e colaboradores (Moir e cois, 2000), que assim como as células foliculares 

dendríticas, os virus ligam-se aos linfócitos B através de receptores de complemento e 

servem como fonte de infecção de células CD4'". Tem sido demonstrada também, a 

infecção, in vitro, de células CD4“, contudo expressando altos níveis de correceptor 

(Trujillo Jr e cois., 2000).

1.7 Correceptores do HIV

A descoberta de vários receptores de quimiocinas servindo como correptor para o 

HIV permitiu demonstrar que a entrada viral na célula é um processo multifatorial e 

compreende vários estágios (Dimitrov, 1997). Os correceptores mais utilizados pelo HIV-1 

são o CCR5 e CXCR4, expressos tanto em células T, como em macrófagos. O CCR5 é um 

receptor natural para (3-quimiocinas: RANTES {regulated upon activation, normal T- 

expressed and secreted), M lP-la {macrophage inflamatory protein la ), MIP- 

\^{macrophage inflamatory protein 1/3), enquanto que CXCR4 é receptor para a-
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quimiocinas, como a SD F-la {stromal derived factor 7a). Outros correceptores para o 

HIV e/ou SÍV já foram identificados: CCRl, CCR2b, CCR3, STRL33, GPR15, GPRl, 

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 trópicos para CCR5 ou CXCR4. Além disso, de acordo com a habilidade de induzir a 

formação de células gigantes ou sincícios, os isolados são classificados como indutores da 

formação de sincícios (SI) ou não indutores da formação de sincícios (NSI). A transição 

NSI para SI pode ocorrer por mutações de poucos aminoácidos, predominantemente no 

terceiro domínio variável da proteína do envelope gp 120 (alça V3) (Cohen e cols., 1998). 

Sabe-se que a alça V3 é o mais importante domínio do envelope relacionado com fenotipo 

viral e o tropismo celular e representa o principal domínio para anticorpos neutralizantes do 

HIV.

Em geral, as cepas SI são encontradas mais tardiamente com a progressão clínica da 

doença, e esta seleção parece estar relacionada com a capacidade desses vírus usarem um 

repertório maior de moléculas para entrar na célula (Cohen e cols., 1998).

Foi demonstrada por Bou-Habib e colaboradores (Bou-Habib e cols., 1994), 

diferenças na alça V3 entre vírus NSI e SI. Foram detectadas quatro substituições de 

aminoácidos e uma inserção, resultando na adição de três cargas positivas. Essas 

substituições na região V3 ou em outros sítios podem levar a alterações na conformação do 

envelope virai, afetando sua exposição e antigenicidade. As cepas trópicas para CXCR4, 

por exemplo, possuem o domínio V3 mais exposto e consequentemente mais susceptível a 

neutralização por anticorpos mono clonáis. Enquanto que nas cepas trópicas para CCR5, a
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alça V3 é pobremente exposta e, embora ainda capaz de elicitar anticorpos neutralizantes, 

apresenta resistência à neutralização.

1.8 História Natural

A infecção primária pelo HIV ocorre quando vírions presentes no sangue, sêmen, ou 

outros fluidos corporais de um indivíduo infectam células de outro indivíduo. Dependendo 

do sítio inicial de exposição, células T CD4, monócitos, macrófagos ou células dendríticas 

podem ser as primeiras células infectadas. E provável, que através da transmissão via 

mucosa, as células de Langerhans tenham um papel importante na disseminação da 

infecção para tecidos mais profundos (Kahn e cols., 1998; Abbas, 2000). As células 

dendríticas carreiam o HIV, e uma vez nos tecidos linfóides, podem passá-lo para células T 

CD4^ através de interações célula-célula. Dentro de dias após a infecção inicial pode ser 

detectada nos linfonodos uma replicação abundante, que leva a viremia e a uma variedade 

de sinais não específicos (Fauci, 1996).

Cerca de três a seis semanas após a infecção primária pelo HIV, aproximadamente 

50% dos indivíduos experimentam uma síndrome aguda e alto limitada que persiste por 

uma semana ou mais. Esta síndrome aguda está associada a altos títulos de replicação virai 

e diminuição dos níveis de CD4^ no sangue periférico. Em geral, os níveis de CD4^ 

retornam a níveis próximos do normal, porém algumas vezes a queda dessas células é tão 

brusca e os níveis de viremia tão altos, que infecções oportunistas podem ocorrer. Os níveis 

de CD8^ e células B também declinam, porém os níveis de CD8^ voltam ao normal ou 

acima dos níveis normais cerca de três ou quatro semanas após a síndrome aguda. Apesar



dos altos níveis de vírus em replicação nesta fase, os testes de rotina para detecção de 

anticorpos geralmente falham em detectar a nova infecção, pois a síndrome clínica da 

infecção primária precede a soroconversão. Nesta fase, os testes mais sensíveis são aqueles 

que detectam o próprio vírus (Cohen e cols., 1998; Kahn e cols, 1998).

Em uma segunda fase, denominada de latência clínica, a viremia plasmática é 

reduzida, e um estado de equilíbrio é alcançado devido à resposta imune específica, que 

limita a replicação virai. Neste período, morte celular e a substituição de células estão em 

equilíbrio com a produção de quantidades relativamente constantes de vírus e células 

infectadas na circulação, bem como declínio gradual de CD4. Após um período que pode 

variar entre três e dez anos, os números de CD4 caem a valores muito baixos e os sintomas 

de AIDS aparecem, juntamente com os altos níveis de carga virai e grande número de 

células infectadas em circulação. A AIDS é, portanto, caracterizada por uma perda crítica 

da competência do sistema imune, levando a uma severa imunossupressão, doenças 

constitucionais, doenças oportunistas e neoplasias (Coffin e cols., 1995; Cohen e cols., 

1998; Kahn e cols., 1998).

L9 Patogênese

Os indivíduos infectados pelo HIV apresentam disfunções em praticamente todos os 

componentes do sistema imune, incluindo: diminuição da função de células T auxiliadoras, 

resposta de hipersensibilidade tardia alterada, deficiência de resposta T citotóxica, 

diminuição de células natural killer, bem como alteração da atividade de apresentação de 

antígeno. Células apresentadoras de antígeno (APC) infectadas com HIV possuem 

propriedades alteradas, com diminuição de MHC-II (complexo maior de
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h isto compatibilidade classe II) e CD80/86 e aumento de Fas e FasL, o que resulta em 

sinalização aberrante. Essas alterações induzem a deleção clonal de células T auxiliadora 

via apoptose (Shearer, 1998).

O sistema imune é cronicamente ativado em resposta a replicação persistente do 

HIV, 0 que favorece o aumento da infecção (Cohen e cols,. 1998; Shearer, 1998; Lawun e 

cols., 2001; Sereti e cols., 2001). O ciclo virai do HIV está intimamente ligado ao estado de 

ativação celular, sendo dependente da exposição de receptores de superfície celular para 

entrada na célula, das muitas vias citoplasmáticas para eventos aferentes e eferentes do seu 

ciclo e da maquinária de transcrição do núcleo da célula para a expressão de seus genes. 

Embora a ativação imune em resposta a microorganismos seja essencial para montar uma 

resposta efetiva, paradoxalmente, no caso do HIV, ela fornece um ambiente imunológico 

que direciona a replicação virai e a progressão da doença, e que pode levar ainda a 

alterações do genotipo e fenotipo viral, aumentar a apoptose das células do sistema imune e 

suprimir a regulação hematopoiética (Lawn e cols., 2001).

Além de fatores relacionados com o hospedeiro, que incluem ativação celular, 

resposta imune e presença de certas citocinas, os níveis de replicação do HIV são 

influenciados por fatores virais, tais como; fitness replicativo, taxas de mutação e 

citopatogenicidade. Um aumento da replicação, de forma consistente, é observado quando o 

sistema imune de indivíduos infectados com HIV é ativado por estímulos exógenos, como 

por patógenos oportunistas. Estes fatores exógenos têm um papel fundamental na regulação 

da replicação virai, por perturbar a ativação celular e produção de citocinas. A infecção 

pelo HIV pode ainda apresentar um curso mais agressivo em países onde não existem boas 

condições sanitárias, provavelmente, devido a constante ativação do sistema imune em 

decorrência do alto nível de doenças endêmicas, como tuberculose, malária, infecções com
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helmintos, etc. (Fauci, 1996, Lawn e cols., 2001). Entretanto, uma evolução mais rápida 

para a AIDS pode ser resultante de fatores diversos tais como a circulação cada vez maior 

de cepas mais virulentas e à precariedade nos serviços de saúde. Estes fatores contribuem 

ao mesmo tempo para o surgimento de co-infecções que parecem estar associadas à 

progressão para AIDS (Lawun e cols. 2001).

Dentre as manifestações da ativação do sistema imune induzidas pelo HIV, 

podemos citar: hipergamaglobulinemia, proliferação espontânea de linfócitos, ativação de 

monócitos, aumento da expressão de marcadores de ativação em células T CD4^ e CD8^, 

hiperplasia linfóide, aumento da expressão de citocinas pro inflamatórias, elevação dos 

níveis de microglobulina (Cohen e cols., 1998).

A disfunção e depleção de células T CD4^ são resultados de efeitos diretos do vírus, 

que infecta e destrói estas células, bem como de efeitos indiretos, que incluem: formação de 

sincício (que corresponde à fusão entre células infectadas e não infectadas, resultando em 

células gigantes multinucleadas ou sinciciais), reações de autoimunidade, estimulação por 

superantígenos, destruição de células não infectadas carregando gpl20 na sua superfície 

levando a infecção de células progenitoras e apoptose (Cohen e cols., 1996; Shearer, 1998). 

A destruição de células T não infectadas é um dos grandes responsáveis pela depleção de 

células T periféricas e ocorre em tecidos linfóides, onde essas células entram em contato 

com outras infectadas ou com gpl20 solúvel (Vlahakis e cols., 2001).

Foi demonstrado por Vlahakis e colaboradores (Vlahakis e cols., 2001), que a 

ativação do receptor de quimiocina pelo envelope do HIV deve determinar o mecanismo de 

morte celular de linfócitos T infectados ou não. A ativação de CCR5 induz um mecanismo 

de morte celular dependente de caspases em células T infectadas e não infectadas, enquanto 

a ativação de CXCR4 por vírus X4 causa morte de células T CD4 infectadas ou não
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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 linfóide, com vírus X4 ou com proteínas solúveis do envelope, além disso, 

demonstram que inibidores de caspases não alteram esse processo de morte celular. Cepas 

trópicas para CCR5 predominam nos estágios iniciais da infecção e estão associadas com o 

declínio de CD4, mas não o de células CDS. Nos estágios tardios da infecção as cepas X4 

prevalecem e há tanto depleção de células CD4, como de CD8 (Vlahakis e cols., 2001).

Os mecanismos de disfunção de células T CD4 são somente parcialmente 

compreendidos. Durante a infecção vários marcadores de superfície de ativação, moléculas 

co-estimulatórias e citocinas são expressos de forma alterada. A perda funcional de células 

T CD4, além da perda quantitativa, permite a compreensão da dimensão da 

imunopatogênese do HIV (Cohen e cols., 1998).

As citocinas são mediadores solúveis da inflamação, ativação, diferenciação e 

processos de quimiotaxia e têm um efeito complexo na resposta ao HIV. A replicação do 

HIV é regulada positivamente por várias citocinas: IL-2, IL-3, IL-6, IL-12, TNF-p, M-CSF, 

GM-CSF, sendo TNF-a e IL-lp as mais potentes. Por outro lado, a secreção de outras, 

como INF-a e INF-p, resulta em supressão da replicação (Fauci, 1996; Cohen e cols,, 

1998).

2.0 Resposta Imune

Logo após a infecção com HIV, observa-se uma rápida e forte resposta celular 

específica, com potente atividade de linfócitos T auxiliadores e resposta T citotóxica 

mediada por linfócitos T CD8, cujo pico de atividade corresponde a uma profunda queda da
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viremia plasmática (Shearer, 1998). A reposta imune primária também inclui altos títulos 

de anticorpos específicos para o HIV, que mesmo não sendo neutralizantes, podem 

propiciar a dimunuição da viremia por mecanismos como: lise mediada por complemento, 

ADCC (citotoxicidade celular dependente de anticorpos) e outros (Cohen e cols., 1998).

Os anticorpos neutralizantes são detectados na fase crônica e seu papel no controle 

da replicação do HIV in vivo ainda não está claro. Muitos desses anticorpos reconhecem a 

região V3 da gpl20 e impedem a fusão vírus-célula e a entrada do vírus na célula alvo 

(Cohen e cols., 1998). Os anticorpos neutralizantes são mais eficientes em neutralizar cepas 

de laboratório trópicas para CXCR4, por estas possuírem o domínio V3 mais exposto, 

enquanto que nas cepas trópicas para CCR5 a alça V3 é pobremente exposta. Embora estas 

últimas sejam capazes de induzir a formação de anticorpos neutralizantes, apresentam 

resistência à neutralização (Bou-Habib e cols., 1994). Os vírus primários utilizam 

preferencialmente o correceptor CCR5 e são mais resistentes á resposta imune humoral.

O papel fundamental dos linfócitos T citotóxicos na supressão da replicação virai é 

sugerido pela clara relação entre resposta CTL (linfócito T citotóxico) e diminuição da 

viremia, bem como diminuição da atividade CTL específica com a progressão da doença 

(Cohen e cols., 1998; Letvin e cols., 2001). Os linfócitos T citotóxicos reconhecem 

antígenos processados e apresentados juntamente com proteínas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC-1) e além de levar à lise célular, produzem vários mediadores 

solúveis, 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 têm ações variadas e contribuem para a vasta 

gama de funções exercidas por esses linfócitos. As perforinas, por exemplo, promovem a
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destruição da célula através da formação de poros na membrana celular de células alvo. Foi 

demonstrado por Appay e colaboradores (Appay e cols., 2000), através da análise de fatores 

solúveis secretados por linfócitos T CD8^ de indivíduos as sintomáticos infectados com 

HIV, que essas células eram funcionais quanto a produção de citocinas, porém produziam 

muito menos perforina, o que poderia resultar em células incapazes de eliminar o vírus.
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2.1 Variabilidade genética

O HIV-I apresenta alto nível de variação genética resultando em isolados com 

seqüências de nucleotídeos e aminoácidos divergentes. Essa grande diversidade genética é 

um dos principais obstáculos para o desenvolvimento de uma vacina universal eficaz. Além 

disso, permite o escape da resposta imune, possibilita o aumento de resistência a drogas e 

pode interferir na sensibilidade e especificidade de testes diagnósticos (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 emergência de vírus mutantes pode ser atribuída á rápida geração e turnover de 

variantes virais e a alta taxa de erro da transcriptase reversa do vírus, que resulta na 

substituição de aproximadamente um nucleotídeo por genoma virai por ciclo de replicação. 

A trancriptase reversa não apresenta atividade exonucleásica 5’-3’durante o processo de 

síntese da dupla fita de DNA, o que permite que os erros não corrigidos sejam incorporados 

durante a síntese do DNA virai. Substituições, deleções e inserções também podem ocorrer, 

embora a frequência desses erros sejam mais difíceis de estimar (Cohen e cols., 1998; 

Osmanov e cols., 1996; Zhang e cols., 1997; Robertis e cols., 1988).



Outro mecanismo que favorece o aumento da diversidade virai é o mecanismo de 

recombinação, que ocorre quando diferentes vírus estão replicando dentro da mesma célula. 

O alto poder de recombinação do HIV, aparentemente, é conseqüência do seu genoma 

dimérico e de uma trancriptase reversa que pode realizar troca de fitas durante a síntese do 

DNA proviral. Com o aumento da análise de seqüências virais por sequenciamento total do 

genoma, um grande número de recombinantes e mosaicos têm sido identificados 

(Robertson e col., 1995, Malim e cols., 2001).

Pressões seletivas do hospedeiro também têm sido propostas como responsáveis 

pela geração de diversidade e incluem: resposta imune celular e humoral e tropismo celular. 

A administração de antiretrovirals também pode selecionar formas mutantes. Portanto, a 

ocorrência de quasispecies virais (seqüências de HIV geneticamente distintas dentro de um 

mesmo indivíduo), parece ser modulada por uma combinação de mutações e forças de 

seleção, não devendo ser um evento neutro ou resultante do acaso. (Bonhoeffer e cols., 

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

2.LJ Classificação do HIV

Até 0 momento, dois tipos virais do HIV foram identificados: HIV-1 e HIV-2. O 

HlV-2 c encontrado quase que exclusivamente nas regiões Centro-Norte e Noroeste da 

África e Ásia, enquanto o HIV-1, difundido em todo mundo, é responsável por mais que 

99% das infecções. As rotas de transmissão são as mesmas para ambos os vírus, sendo a 

transmissão heterossexual a de maior importância.

Com base na análise filogenética de diferentes isolados virais, o HIV-1 foi dividido 

em três 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 República dos
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Camarões, Gabão e Guiné Equatorial. O grupo N foi descrito em um número limitado de 

isolados provenientes de Camarões (Simon e cols., 1998). O grupo M agrupa pelo menos 

20 tipos genéticos, subdivididos em 9 subtipos distintos (A-D, F, G, H, J e 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 divergência das seqüências C2V3 

da gpl20 está entre 7-20% e entre dois subtipos diferentes entre 20 e 30%. Quando se 

analisam regiões diferentes do genoma o grau de divergência também é variável, os 

subtipos virais diferem um do outro em cerca de 14% nas regiões codificadoras de gag 

(core virai) e em cerca de 30% nas seqüências que codificam env (Leitner e cols., 1996). 

Este alto grau de diversidade pode indicar que vacinas baseadas em apenas um subtipo 

podem não elicitar uma resposta imune ampla para evitar a infecção por outros subtipos 

(Sharp e cols., 1994).

Um vírus recombinante é identificado quando seqüências de diferentes subtipos 

podem ser observadas em um mesmo genoma virai, o que requer a infecção simultânea de 

uma célula com duas cepas diferentes. A descoberta de um grande número de 

recombinantes indica claramente que co-infecção com cepas diferentes do HIV-1 não é um 

evento raro (Cornelissen e cols., 1996; Peeters e cols., 2000). Em qualquer região 

geográfica, a probabilidade da ocorrência de um vírus recombinante depende de vários 

fatores: prevalência de diferentes subtipos, probabilidade de certos grupos populacionais 

adquirirem e transmitirem infecções múltiplas e do fitness do vírus recombinante gerado. A 

manutenção dessa forma genética depende de vantagens competitivas do vírus quimérico,
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Figura 07; Relação evolucionária entre cepas de HIV-1 não recombinantes e linhagem 
HIV-l/SIVcpz. A árvore fílogenética 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 Distribuição geográfica

CRFOl-AE A ,E predominante no sudeste da Asia, esporádico na 
Ásia Central

CRF02-AG A ,G predominante no oeste e centro da Africa
CRF03-AB A,B Rússia
CRF04-CPX A ,G ,H ,K ,U Grécia, Ciprus
CRF05-DF D ,F República Democrática 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 não publicado Senegal, US
CRFIO-CD C,D Tanzania
CRFl l~cpx a , e , g , j África central (Camarões, Gabão, República 

Africana Central)

(adaptado a partir de Peters M., 2000)



sendo a seleção baseada na geração de combinações benéficas dos produtos dos genes env e 

gag (Cornelissen e cols., 1996). Uma infecção mista, por sua vez, ocorre quando múltiplas 

cópias filogeneticamente distintas de um mesmo gene representando diferentes genomas 

virais estão presentes dentro de um mesmo indivíduo. (Ramos e cols., 1999).

Alguns genomas recombinantes do HIV-1 são únicos, entretanto, outros, foram 

identificados em vários indivíduos aparentemente não relacionados e têm um papel 

importante na epidemia global da AIDS, sendo denominados de “formas recombinantes 

circulantes” (CRF) (Carr e cols., 1998). A designação CRF inclui as letras dos subtipos 

parentais (por exemplo: CRFOI AE), porém se o CRF for derivado de mais que três 

subtipos, as letras são trocadas por cpx {complex) (Moore e cols., 2001). Os vírus 

identificados inicialmente como subtipos I e E são considerados agora como recombinantes 

intersubtipos e são denominados CRF04_cpx e CRFOI AE respectivamente.

Para definir um novo subtipo ou CRF são necessárias três seqüências quase 

completas do genoma, ou duas completas, juntamente com seqüências parciais, 

identificadas em pelo menos três indivíduos sem ligação epidemiológica (Peeters e cols., 

2000).

2J.2 Distribuição das variantes do HIV-1 no mundo (Figura 8)

Todos os grupos e subtipos virais estão presentes na África, enquanto que no resto 

do mundo a distribuição é bastante heterogênea e dinâmica. Os subtipos C e A 

correspondem à maioria das infecções, seguidos pelo subtipo B e recombinantes 

CRF01_AE e CRF_AG (Moore e cols., 2001). O subtipo A é prevalente na África Central e 

encontrado também na Europa, Rússia e leste da Ásia. O subtipo B compreende a maioria 

dos vírus isolados nos Estados Unidos, sendo também prevalente na Europa, Austrália,
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Figura 08: Distribuição mundial dos diferentes subtipos de HIV-1 do grupo M, grupo 0 e HIV-2 (adaptado a partir de HU e colŝ , 
1996; Peeters M., 2001 -  revisado em março de 2002)



cols., 2000; Peelers e cols., 2000; Thomson e cols., 2001). A determinação dos subtipos do 

HIV é muito útil também para o entendimento da origem e disseminação global do virus 

(Tatt e cois., 2000). O estudo da diversidade do HIV fornece ainda informações sobre a 

dinâmica da replicação viral, a pressão exercida pela resposta imune do hospedeiro ou pela 

terapia, e a compartimentalização da resposta virai do hospedeiro (Cohen e cols., 1998).

Tem sido relatada ainda, para algumas formas genéticas uma susceptibilidade 

diminuída, in vitro, a algumas drogas antiretrovirais (Decamps e cols., 1998). Dentro deste 

mesmo contexto alguns estudos têm demonstrado que ensaios de determinação de carga 

virai podem não fornecer resultados equivalentes para diferentes subtipos do HIV (Mercado 

e cols., 1999). A determinação dos subtipos circulantes também permite que testes 

sorológicos e de diagnóstico molecular possam ser constantemente reavaliados, a fim de 

evitar que subtipos ou recombinantes não sejam detectados (Thomson e cols., 2001),

A introdução em uma população, de subtipos diferentes ou de formas 

recombinantes pode, portanto, representar um grande impacto na epidemiología do HIV-1, 

modificando o polimorfismo genético vigente. Isto enfatiza a necessidade de uma vigilância 

epidemiológica continuada tanto no Brasil, quanto no mundo.

2,2 Polimorfismo viral do HIV-1 no Brasil

A epidemia no Brasil assume diferentes padrões de transmissão e distribuição dos 

subtipos dependendo da região geográfica. Os subtipos B, C, D, F têm sido detectados no 

Brasil (Sabino e cols., 1996; Galvão-Castro e cols., 1996; Morgado e cols., 1998; Couto- 

Fernandez e cols., 1999; Stefani e cols., 2000; Rossini e cols., 2001; Brazihan Network 

for HIV Isolation and Chacterization), bem como recombinantes B/F (Sabino e cois., 1994;
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Tanuri e cols., 1999; Ramos e cols., 1999), com clara predominância do subtipo B em todas 

as regiões. 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 e col, em 1994, 

através da análise da seqüência do gene env, a partir de dois indivíduos 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, 

infecções mistas também tem sido bem documentadas. Janini e colaboradores (Janini e 

cols., 1998) demonstraram a primeira evidência tanto de transmissão horizontal como 

vertical de dois subtipos distintos do HIV-1 de uma pessoa infectada para outra. Em outro 

trabalho, a análise de 79 amostras também no Rio de Janeiro revelou através de uma 

combinação de ensaios moleculares e sequenciamento, 3 infecções duplas entre os subtipos 

F e B ,  F e D e B e D ,  bem como 6 genomas recombinantes envolvendo os subtipos B e F 

(Ramos e cols., 1999). De acordo com Ramos e colaboradores (Ramos e cols., 1999), a 

frequência de infecções mistas deve ser subestimada, já que estas infecções provavelmente 

não são detectadas pelos métodos usuais utilizados com o propósito de subtipar o HIV.

Tem sido sugerido que os subtipos do HIV podem estar associados com diferentes 

modos de transmissão, porém este fato é bastante controverso na literatura. Morgado e 

colaboradores (Morgado e cols., 1998), analisando 131 amostras do Rio de Janeiro, não 

encontraram nenhuma associação estatisticamente significativa entre subtipo e categoria de 

exposição, sexo ou modo de transmissão. Ramos e colaboradores (Ramos e cols., 1999), 

também analisando amostras provenientes do Rio de Janeiro, não encontraram nenhuma 

associação entre infecções duplas ou recombinação e variáveis clínicas ou demográficas. 

Em outro trabalho, conduzido pela Rede Brasileira para Isolamento e Caracterização do
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HIV, também não foi encontrada nenhuma associação significativa entre subtipos e modo 

de transmissão ou propriedades biológicas dos isolados do HIV provenientes dos estados 

do Rio de Janeiro, São Paulo e Minas Gerais. Entretanto, Sabino e colaboradores (Sabino e 

cols., 1996), analisando amostras de São Paulo, sugeriram que a presença do subtipo F 

estava associado com usuários de drogas injetáveis. Neste trabalho, o subtipo F esteve 

presente em 6% dos casos totais, mas em 33% dos casos associados ao uso de drogas 

injetáveis. Outro estudo realizado com amostras da Bahia detectou subtipo F apenas entre 

usuários 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 susceptível a drogas antiretrovirals do que o subtipo B. 

Além disso, Mercado e colaboradores (Mercado e cols., 1999) demonstraram que métodos 

de amplificação não conseguiram detectar a carga virai de forma acurada, ou seja, falharam 

em detectá-la em amostras brasileiras definidas como subtipo F.

Vários estudos têm mostrado que muitos isolados brasileiros têm na alça V3 da 

gpl20 uma composição típica de aminoácidos (GWGR). Assim, no Brasil, se encontram 

duas variantes principais do subtipo B, uma correspondente a GPGR que é relativamente 

bem conservada em muitos isolados da África, Europa e Estados Unidos, e outra chamada 

B” ou BBr, que apresenta o motivo GWGR tipicamente encontrada no Brasil (Morgado e 

cols., 1998; Covas e cols., 1998; Morgado e cols., 1998; Santoro-Lopes e cols., 2000). 

Além disso, a variante B” difere do B na composição de aminoácidos nas regiões VI e V2 

do envelope virai (Costa e cols., 1995; Santoro-Lopes e cols., 2000; Brazihan Network, 

2000). Em muitos isolados brasileiros, o motivo GWGR é tão comum como o motivo 

GPGR. Alguns trabalhos relatam uma freqüência de GWGR de 30 a 57%, dependendo da 

região geográfica (Galvão-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 prevalência de 

GWGR pode indicar que alguma pressão 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 Ribeirão Preto/São Paulo, uma prevalência de 

57% de GWGR e sugerem que este fato pode decorrer de um efeito fundador ou resultado 

de um maior potencial infectivo desta variante.

Proporções similares de B e B” foram detectadas por Morgado e colaboradores 

(Morgado e cols, 1998), independentemente do sexo ou via de transmissão. Os autores 

sugerem que a variante B” , provavelmente, emergiu ou foi introduzida desde o início da 

epidemia da AIDS e se espalhou entre todas as categorias. Casseb e colaboradores (Casseb 

e cols, 1998) usando testes sorológicos baseados no motivo V3, também encontraram 

distribuições semelhantes das variantes GWGR e GPGR em São Paulo, bem como 

prevalência similar entre homens e mulheres. Além disso, foi observado também nesse 

trabalho, igual distribuição de GPGR e GWGR independentemente da contagem de células 

CD4, estadiamento clínico e modo de transmissão. Santoro-Lopes e colaboradores 

(Santoro-Lopes, 2000) utilizando amostras provenientes do Rio e metodologia de 

sorotipagem de peptídios da alça V3, também não encontraram diferença entre B e B” em 

relação ao sexo, nível de educação, carga virai e contagem de células CD4^. Entretanto, 

neste mesmo estudo, foi observado que indivíduos infectados com o sorotipo B progridem 

mais rápido para a AIDS do que aqueles com sorotipo B”. Portanto, os resultados desse 

estudo sugerem que os dois principais sorotipos que causam infecção no Brasil podem 

influenciar no prognóstico da infecção pelo HIV. Foi demonstrado ainda, por Covas e 

colaboradores (Covas e cols., 1998), através de RFLP, uma prevalência maior de GWGR 

em mulheres provenientes de Ribeirão Preto/SP, independentemente da via de transmissão.
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Através de ensaios de sororeatividade da alça 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, há uma boa correlação entre os ensaios usados e os 

resultados de sequenciamento genômico para os subtipos B, B” e C. Outros ensaios 

utilizando a metodologia de sororeatividade à peptídios da alça V3 não conseguiram 

distinguir entre infecções com os subtipos B e F, ou seja, nenhuma diferença de 

sororeatividade pode ser observada (Couto-Fernandez e cols., 1999; Brazilian Network for 

HIV Isolation and Characterization, 2000). Além disso, padrões de neutralização cruzada 

foram observados entre variantes genéticas do subtipo B no Brasil, sugerindo que a 

neutralização viral não é um obstáculo maior quando se considera a variabilidade do 

subtipo B, especificamente na alça V3 (Brazilian Network for HIV Isolation and 

Characterization, 2000).
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

Estudar o polimorfismo viral do HIV no estado do Ceará.

2.2 Específicos:

Estimar a prevalência de subtipos de HIV-1 no estado do Ceará;

Verificar a existencia do fenómeno de recombinação;

Verificar a existência ou não de possíveis associações entre diferentes variáveis 

clínicas e demográficas e subtipos de HIV-1;

Determinar a porcentagem de amostras caracterizadas como típicas brasileiras 

quanto à seqüência GWGR na região V3 da glicoproteína 120.



A pandemia HIV/AIDS tem afetado profundamente a economia, os trabalhadores e 

suas famílias, com conseqüências muito dispendiosas, especialmente em países pobres. A 

doença acomete geralmente as pessoas durante a idade mais produtiva, afetando tanto a 

produtividade e renda familiar, como gastos nacionais com saúde (Gayle e cois., 2001).

Estima-se que desde o início da epidemia da AIDS mais de 60 milhões de pessoas já 

se infectaram com o HIV. A maioria das novas infecções ocorre em adultos jovens, sendo 

as mulheres jovens particularmente vulneráveis (UN AIDS, 2001). Segundo a 

OMS/UNAIDS, cerca de 34,3 milhões de pessoas estavam vivendo com AIDS no final de 

1999 e deste total, 95% residiam em países em desenvolvimento.

Vários fatores, como a pobreza, migração, instabilidade econômica, fatores sociais e 

ambientais, uso de drogas e altas taxas de DSTs, favorecem a disseminação do HIV (Gayle 

e cols., 2001). Além disso, o aumento na quantidade de viagens internacionais e migração 

têm contribuído para a rápida disseminação do HIV-1 ao redor do mundo (Janini e cols., 

1998, Thomson e cols., 2001).

Em virtude da grande diversidade e aumento da disseminação das formas genéticas 

do HIV-1, bem como em função do aumento do número de casos de AIDS nos estados do 

nordeste, tornou-se imperativo ampliar o conhecimento para outras regiões do país. Até 

então, no nordeste, apenas os estados da Bahia e Sergipe possuíam estudos de 

caracterização genotípica do HIV-1.

Diante desta realidade, foram coletadas amostras de pacientes, provenientes do 

Ceará, com sorologia positiva para o HIV-1, a fxm de se estimar prevalência dos subtipos 

do HIV-1 neste estado, bem como avaliar possíveis associações entre os subtipos genéticos
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com sexo, estadiamento clínico, parâmetros como contagem de células CD4 ,̂ e outros, nos 

pacientes infectados.

O estado do Ceará é um dos estados mais pobres do Brasil, juntamente com 

Alagoas, Piauí e Maranhão, sendo o terceiro estado do nordeste em número total de casos 

notificados de AIDS, com 3.165 casos até setembro de 2000. Nesse estado, a disseminação 

do HIV está relacionada ao êxodo rural, que concentra, na periferia, grandes aglomerados 

de baixa renda, baixa escolaridade e pouco acesso aos serviços básicos de saúde (Ministério 

da Saúde, 2000). Além disso, o turismo sexual é outro fator importante para a disseminação 

do vírus e está relacionado com a possibilidade de introdução de novos subtipos. A 

introdução de novos subtipos implica no re-planejamento de estratégias terapêuticas e 

profiláticas e na possibilidade de emergência de novos vírus recombinantes. Estas formas 

genéticas são geradas em indivíduos infectados com vírus de diferentes subtipos, o que não 

é uma situação rara em áreas onde mais de um subtipo estão co-circulando.

Embora evidências demonstrando diferenças significativas na transmissão e 

patogenicidade entre as diferentes formas genéticas do HIV-1 sejam inconclusivas, o 

conhecimento da prevalência e das mudanças temporais na incidência de infecção dessas 

variantes em diferentes áreas geográficas é relevante por vários motivos. Corrobora no 

delineamento da origem e propagação da epidemia em cada região geográfica, o que pode 

ser útil na implementação de medidas preventivas. Pode também ser relevante para o 

desenho de vacinas adaptadas especificamente para variantes do HIV circulantes em cada 

área. A determinação dos subtipos circulantes possibilita ainda que testes sorológicos e de 

diagnóstico molecular sejam constantemente reavaliados e monitorados, a fim de evitar que 

subtipos ou formas recombinantes não sejam devidamente detectados.
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Considerando os aspectos relacionados ao virus e à epidemia causada por ele, fica 

evidente a necessidade de reforçar e/ou implementar o sistema de vigilância do 

polimorfismo do HIV a fím de se realizar, tanto no Ceará quanto em outros estados que não 

possuem esse tipo de medida uma rápida detecção da possível propagação de vírus não B 

ou de recombinantes.
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4. M ATERIAIS E M ETODOS

4,1 População do estudo

Para realização deste estudo foram coletadas amostras de sangue total de 149 

pacientes. Foram incluídos pacientes atendidos no hospital de referência para doenças 

infecto-contagiosas do estado do Ceará -  Hospital São José, encaminhados para exames de 

carga virai, 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 imunoflorescência ou Western 

blot, de acordo com o fluxograma recomendado pelo CN/D ST AIDS/MS. A faixa etária dos 

pacientes variou de 2 a 70 anos e a coleta do material foi realizada de março a setembro de 

2000.

O Hospital São José de doenças infecto-contagiosas é o maior centro de referência 

para portadores de HIV/AIDS no estado do Ceará. Este centro acompanha atualmente, em 

ambulatório, cerca de 1500 pacientes. Recebe 30-40 pacientes novos/mês, provenientes dos 

mais diversos municípios.

No momento anterior à coleta, todos os pacientes assinaram um termo de 

consentimento informado elaborado no LASP/CPQGM/FIOCRUZ com as informações 

referentes ao estudo (Anexo 1). O presente trabalho foi submetido ao Comitê de Ética em 

Pesquisas do Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz, tendo recebido parecer favorável.



O estudo tem as características de um estudo descritivo observacional do tipo corte 

transversal, onde foram analisados os dados epidemiológicos, clínicos e o DNA proviral 

dos pacientes.

4.2 Coleta de sangue

As amostras de sangue foram obtidas por venopunção asséptica em tubos 

monovetes contendo anticoagulante EDTA (ácido etileno diamino tetracético). A coleta de 

5ml de sangue total foi realizada no Hospital São José e as amostras enviadas inicialmente 

ao Laboratório Central de Saúde Pública (LACEN) do Ceará para contagem de células 

CD4'̂  por citometria de fluxo. Em seguida, as amostras foram enviadas no mesmo dia, por 

avião, para o LASP-FIOCRUZ/CPqGM.

4.3 Separação de células mononucleares de sangue periférico por centrifugação em 

gradiente de ficol/hypaque.

Após recebimento do sangue total, o plasma foi coletado por centrifugação 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. Após homogeneização, o sangue foi 

transferido para tubos de 15 ml contendo 5 ml de ficol/hypaque e centrifugado por 20 

minutos a 2000 rpm à temperatura ambiente. 0  anel de células mononucleares foi coletado, 

transferido para outro tubo, e realizado procedimento de lavagem. O sedimento foi 

ressuspendido com PBS, distribuído em dois tubos eppendorf, centrifugado e armazenado a 

-20°C.
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A obtenção do DNA genômico, a partir de leucocitos do sangue periférico, foi 

realizada pelo método de extração por fenol-clorofórmio. Esta técnica permite a 

desnaturação de proteínas presentes na fase orgânica e a separação dos ácidos nucléicos na 

fase aquosa.

Ao sedimento de células mononucleares do sangue periférico foi adicionado 400|il 

da solução de extração (proteinase K e tampão de lise na proporção 1:200) e a mistura 

incubada a 56̂  C por 3 horas. Em seguida, o lisado foi transferido para outro tubo e 

adicionado 45 ¡x\ de acetato de sódio e 500 [ú de fenol. A suspensão foi misturada e 

centrifugada por 4 minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e 

adicionado fenol-clorofórmio. Após mistura em vortex, o tubo foi centrifugado por 4 

minutos a 14.000 rpm. A fase aquosa foi coletada, adicionado 500 pl de clorofórmio e 

realizado o mesmo procedimento com fenol-clorofórmio. 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. Após descarte do sobrenadante, 

foram adicionados 300 fal de etanol a 70%, com posterior centrifugação 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 \ú de água estéril e o DNA deixado em temperatura 

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

do Heteroduplex)y a partir dos genes env e gag

4.5.1 HMA env

Os subtipos de HIV-1 foram determinados pelo ensaio de mobilidade do 

heteroduplex (Delwart et al, 1993).

A reação de PCR (Reação 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 VI-V5 do gene env do HIV-1. Para 

a segunda etapa, utilizamos os primers ED31/ED33 que amplificam óOOpb 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 concentração da amostra, de forma a se utilizar cerca de 

l|Lig de DNA genómico em cada reação. As reações de PCR foram feitas no Termo 

Ciclador Perkin Elmer 9600 seguindo as seguintes condições: três ciclos de 97̂  C (Imin), 

55̂  C (Imin), 72̂  C (2min), seguido de 32 ciclos de 95̂  C (45seg), 55̂  C (Imin), e 72̂  C 

(2min) e um ciclo de 10 min a 72̂  C. As reações de PCR foram realizadas num volume de 

lOOjil contendo 10 mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KCl, 200mM de cada dNTP, 20pmol de 

cada primer, 1,25 mM MgCl (primeira etapa) ou 1,8 mM MgCl2 (segunda etapa) e 2,5U de 

Taq polimerase (Pharmacia, Fine Chem., Swedem).

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

presença de possíveis contaminações.
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Tabela 2 -  Apresentação das seqüências e posições dos primers utilizados para 
amplificação de regiões do envelope virai do HIV-1.

Gene
env

Região Seqüência (5’-3’) Posição

Primer VI-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)



(N

Figura 09: Representação esquemática das regiões amplificadas no gene env da gp120 do HIV-1



Para confirmar a amplificação, os produtos foram separados por eletroforese em gel 

de agarose a 1% em tampão TAE (Tampão acetato EDTA) e corados com brometo de 

etídio.

Para formação dos heteroduplexes, 5 jal dos produtos da segunda fase do PCR foram 

adicionados, individualmente, a 5|il dos produtos de PCR de amostras de referência 

fornecidas pelo kit para subtipagem por HMA e 1,1 |il de tampão de hibridização lOX 

(NaCl 2M, Tris HCl IM pH 7.8, EDTA 0,5M e H2O). Os heteroduplexes são formados a 

partir da etapa de desnaturação 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 migração 

por eletroforese em tampaoTBE (Tampao borato EDTA) IX (Figura 10).

O subtipo foi determinado de acordo com a distância relativa de migração dos 

heteroduplexes, após a visualização do gel corado com brometo de etídio 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 reação de PCR foi realizada em duas etapas (PCR nested). Os primers utilizados 

na primeira etapa foram H1G77/H1P202 que amplificam 1,1 kb correspondente à região do 

aminoácido 16 da p24 do gene gag ao aminoácido 33 do gene da protease (Figura 12). Para

53



54

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

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



Figura 12. Representação esquemática das regiões amplificadas no gene gag do HIV-1



a segunda etapa, utilizamos os primers HlGagl584/gl7 que geram um fragmento do gene 

gag de 460pb, correspondendo a região codificante para o aminoácido 132 da p24 até o 

aminoácido 40 da p7 (Tabela 3). O volume de DNA usado foi estabelecido de acordo com a 

concentração da amostra, de forma a se utilizar cerca de 1 fig de DNA genómico em cada 

reação. As reações de PCR foram feitas no Termo Ciclador Perkin Elmer 9600 de acordo 

com as seguintes condições: um ciclo de 2 minutos a 94  ̂C, seguido de 35 ciclos de 94̂  C 

(30” ), 50" C (30” ), 72" C (90” ) e 1 ciclo de 7 min a 72“ C. As reações de PCR foram 

realizadas num volume de 50fxl na primeira etapa, contendo 10 mM Tris-HCl (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 lOOjil na segunda etapa, contendo 10 

mM Tris-HCl (pH 8,3), 50 mM KC1„ 0,2mM de cada dNTP, 0,4 pmol de cada primer, 2,5 

mM MgCl e 0,05U/uI de Taq polimerase (Pharmacia, Fine Chem.,Swedem)

Foi utilizado controle negativo em todas as reações de PCR para monitorar o 

aparecimento de possíveis contaminações.

Para verificar o sucesso da amplificação, os produtos foram migrados por 

eletroforese em gel de agarose a 1% em tampão TAE e corados com brometo de etídio 

(Figura 13).

Para formação dos heteroduplexes, 4,5|al dos produtos da segunda fase do PCR 

foram adicionados, individualmente, a 4,5jai dos produtos de PCR de amostras de 

referência fornecidas pelo kit para subtipagem por HMA gag e l|il de tampão de 

hibridização lOX (NaCl 2M, Tris HCl IM pH 7.8, EDTA 0,5M e H2O). Os heteroduplexes 

são formados a partir da desnaturação a 94^C por dois minutos, seguida de resfriamento por

10 minutos em banho de gelo.

56



57

Tabela 2 -  Apresentação das seqüências e posições dos primers utilizados para 
amplificação de regiões do envelope virai do HIV-1.

Gene
env

Região Seqüência (5’-3’) Posição

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

Primers V3-V5 ES7 TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCT 7001-7020
internos AGC

ES8 C AGGAAAC AGCT ATGACCC AC 11CTCC AATTGTCC 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. Avaliação 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 região codificante para o 
aminoácido 132 da p24 até o aminoácido 40 da p7



As amostras foram aplicadas em gel de acrilamida/bisacrilamida 5% preparados 

com tampão TBE com concentrações de uréia a 20 ou 30% para migração por eletroforese.

O subtipo foi determinado de acordo com a distância relativa de migração dos 

heteroduplexes, após a visualização do gel corado com brometo de etídio em 

transiluminador de UV.

4.6 Determinação de polimorfismo das amostras do subtipo B por Polimorfismo dos 

comprimentos dos fragmentos de restrição (RFLP - Restriction Fragment Length 

Polymorph ism)

A fim de evidenciarmos a presença das seqüências correspondentes a variante do 

subtipo B encontrada tipicamente no Brasil (B”), que apresenta a sequência GWGR no 

topo da alça V3, os produtos de PCR das amostras identificadas como subtipo B 

correspondentes a região C2-C3 do envelope viral foram digeridos com a enzima Fok I 

(Amersham Life Science, III, USA). Através da análise do perfil de restrição, resultante da 

digestão nas seqüências GGATG (N) 9 e CCTAC (N) 13 é possível identificar bandas de

0,4 kb e 0,2 kb, quando o subtipo é o B” .

Assim, após a segunda etapa do PCR com os primers ED31/ED33, lOul do DNA 

amplificado a partir das amostras de subtipo B foram digeridos com 6U da enzima de 

restrição Fokl, em um volume final de 25|il contendo o tampão 1X(Amersham Life 

Science, III, USA), por 2h a 37^C. Os fragmentos de restrição foram separados em gel de 

agarose a 2% por 1 hora a lOOV, em TBE IX e avaliados sob a luz ultravioleta. Os pares de 

bases dos fragmentos de restrição foram determinados baseados na migração do marcador 

de pares de bases (px-HaellI (Sigma, Chem Co., Mo, USA).
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As amostras foram analisadas de acordo com os subtipos genéticos encontrados, 

bem como segundo variáveis demográficas e laboratoriais. O Banco de Dados utilizado foi 

o Epilnfo Versão 6, tendo sido calculado, quando indicado no texto, o intervalo de 

confiança [IC] a 95% pelo método exato binomial. Foi aplicado também o teste do Qui- 

quadrado {X^) não corrigido para avaliar possíveis correlações entre variantes genéticas do 

subtipo B do HIV-1 e sexo, estadiamento clínico e contagem de células CD4 .̂ Um valor de 

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

amostras analisadas.
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5. RESULTADOS

Para caracterização dos subtipos do HIV-1 no estado do Ceará, foram analisadas 

amostras provenientes de 149 pacientes. Destes, 110 (73,8%) pertenciam ao sexo masculino 

e 39 (26,2%) ao sexo feminino (Gráfico 1), dando uma relação de aproximadamente 3 

homens infectados para 1 mulher. Em relação à idade, a faixa etária com maior número de 

casos foi a de 31-40 anos, com 61 pacientes (41%). Em seguida, com uma prevalência 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 informação sobre 

idade (Gráfico 2). A média de idade na população feminina foi de 33 anos e na masculina 

de 36 anos. De acordo com a análise de dados epidemiológicos, nossos dados mostram-se 

consistentes com aqueles relatados para epidemia no Ceará e no Brasil (Gráficos 3 e 4).

Gráfico 1. Perfil da população estudada quanto ao sexo (n=149)



*N I, dados não informados.

Gráfico 2 . Distribuição do gmpo estudado por faixa etária (n=149)
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IC: [19,32-34,00]

Gráfico 3: Percentual de pacientes do sexo masculino e feminino no grupo estudado 

(n=149) quando comparados dados do Ceará (n=3 .165) e dados nacionais da epidemia da

AIDS (n=215.810)
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Gráfico 04: Distribuição dos pacientes estudados (n=149) quanto a faixa etária quando 

comparados com dados do Ceará (n=3.165) e dados nacionais da epidemia da AIDS

(n=215.810)

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

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

disponível (Gráfico 5).

Gráfico 5: Perfil da população estudada quanto a procedência (n=149)
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Quanto ao estadiamento clínico, 92 (61,7%) pacientes eram sintomáticos, 53 (35%) 

assintomáticos e 5 (3,3%) não possuíam esta informação. A grande maioria dos pacientes 

(121-81,2%) estava sob terapia, enquanto 23 (15,4%) não estavam tomando antiretrovirais. 

Além disso, 5 pacientes (3,3%) não tinham dados sobre tratamento.

Em relação à 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%) não tinham informação sobre os dados 

de CD4\Gráfico 6).

•ND, não determinado.

Gráfico 6: Distribuição 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 regiões 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 VCK.

Na análise por HMA env, foi possível a identificação de subtipo em 141 amostras 

(94,6%), enquanto que em 8 (5,4%) o subtipo não pode ser determinado. O subtipo B foi 

identificado em 137 amostras (97,2%), e o subtipo F em 4 amostras (2,8%) (Gráfico 7 e 

Figura 11),

Gráfico 7: Prevalência 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%) não foi possível



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%) 

(Gráfico 8 e FiguraH). Quando os subtipos genéticos determinados por HMA env e gag 

são comparados, verifica-se que foi encontrado o dobro de amostras tipadas como F quando 

a análise 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.
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Gráfico 8: Distribuição dos subtipos genéticos definidos pela metodologia de HMA gag

(n=137)

As tabelas 3, 4, 5 sumarizam os dados demográficos e os subtipos genéticos do 

HIV-1 das amostras analisadas simultaneamente por HMA env e gag (n=129; 86,6%). As 

amostras que não puderam ser definidas por qualquer uma das técnicas (n=20; 13,4%) não 

foram incluídas nestas tabelas. Na tabela 6 estão incluídos 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 HM A env e gag.

Subtipo

Variável

Testados 

n (%)

B

n(%)

F

n(%)

B/F

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) 0 2 (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) 3(75)

51-60 07 (5,4) 07 (5,8) - -

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

NI* 03 (2,3) 0 2 (1,6) - -

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

simultaneamente por HM A env e gag.

Variável

Testados 

n (%)

Subtipo

B

n(%)

F

n(%)

B/F

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 (31) 36 (29,7) 02 (50) 02 (50)

Nl* 4(3,1) 3 (2,5%) 01 (25) -

* NI, dados não informados
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Tabela 5. Dados referentes ao uso de terapia e estadiamento clínico dos pacientes cujas 

amostras foram subtipadas simultaneamente por HMA env e gag.

Subtipo

Testados B F B/F

V ariável 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)

Não 20(15,5) 18(14,9) 01 (25) 01 (25)

NI 04 (3,1) 03 (2,5) 01 (25) -

Estadiamento

Clínico

Sintomático 79 (61,2) 76 (62,8) 02 (50) 01 (25)

Assintomático 46 (35,6) 42 (34,7) 01 (25) 03 (75)

Nl* 04 (3,1) 03 (2,5) 01 (25) -

*NI, dados não informados
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Tabela 6. Características sócio-demográficas, clínicas e laboratoriais dos 149 indivíduos

estudados.

Características No. de pacientes (%)
Sexo

Masculino 110(73.8%)
Feminino 39 (26.2%)

Idade (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%)
Ml* 05 (3.3%)

Origem
Área urbana ( Fortaleza) 112(75.2%)
Área rural 34 (22.8%)
NI* 3 (2%)

Contagem de células T CD4/mm3
<200 39 (26.2%)
200-500 58 (39%)
>500 47 (31.5%)
NP 5 (3.3%)

Sintomas clínicos
Sintomático 92(61.7%)
Assintomático 53 (35%)
Nl* 05 (3,3%)
Subtipagem - HMA gag/env
Benv/Bgag 121 (81,2%)
Fenv/Fgag 04 (2,7%)
BenvÂ gag 04 (2,7%)
ND 20(13,4%)
NI, dados não informados; ND, não determinado para regiões de env ou gag



Após a digestão, com enzima de restrição Fok I, do produto de 600 pb amplificado 

por ED31/ED33, os padrões dos fragmentos de restrição 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 alça V3. Quarenta e sete amostras (34,3%) 

foram identificadas com o motivo GWGR, encontrado predominantemente no Brasil 

(Gráfico 9). Não foi encontrada nenhuma diferença na distribuição de GPGR e GWGR 

quando realizada correlação com o sexo (Tabela 7).
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Gráfico 9: Distribuição de GPGR e GWGR entre as amostras definidas como 

subtipo B pelo ensaio de mobilidade de heteroduplexes para o gene env



Tabela 7. Dados referentes à distribuição de GWGR/ GPGR, quando correlacionados com 

0 sexo dos pacientes estudados

Distribuição GWGR/ GPGR n(%)
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Sexo

Masculino

Feminino

GPGR

90 (65,7) 

66 (73,3) 

24 (26,7)

GWGR

47 (34,3) 

35 (74,5) 

12(25,5)

p=0,8861

Quando se compara estadiamento clínico e distribuição de GPGR/GWGR, foi 

encontrado que 33 pacientes (37%) com motivo GPGR eram assintomáticos e 57 (63%) 

sintomáticos. Com relação a GWGR, 34% eram assintomáticos 66% sintomáticos. 

Portanto, também não foi encontrada nenhuma diferença na distribuição de GWGR/(GPGR 

quanto ao estadiamento clínico (Tabela 08).

Tabela 8. Dados referentes à distribuição de GWGR/ GPGR, quando correlacionados com 

estadiamento clínico dos pacientes estudados

Distribuição GWGR/ GPGR n(%)

Estadiamento clinico GPGR GWGR

90 (65,7) 47 (34,3)

Assintomático 33 (37) 16(34)

Sintomático 57 (63) 31 (66)

p-0,7610
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Em relação à distribuição 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 e 500, e 18 (37,5%) acima de 500 

células/mm3 (Tabela 09).

Tabela 9. Dados referentes à distribuição de GWGR/ GPGR, quando relacionados com a 

contagem de células T CD4"̂  (céls/mm^)

Distribuição 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
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Figura 11. Tipagem  m olecular baseada no ensaio de 
m obilidade de heteroduplex a p a r t ir  do gene env

(a) Gel representativo de um subtipo F e de um B



Para realização deste estudo de caracterização molecular do HIV-1 no estado do 

Ceará, foram analisadas 149 amostras de indivíduos HIV-1 positivo. Quanto à distribuição 

por sexo, 73,8% dos pacientes pertenciam ao sexo masculino e 26,2% ao feminino, 

fornecendo uma relação de aproximadamente 3 homens infectados para 1 mulher. A faixa 

etária de maior prevalência da infecção foi a de 31-40 (41%). A média de idade na 

população feminina foi de 33 anos e na masculina de 36 anos. Quanto ao local de 

residência, a grande maioria dos pacientes (75,2%) era proveniente de Fortaleza. A análise 

comparativa dos dados epidemiológicos dos indivíduos incluídos 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 país e no 

estado do Ceará.

Este estudo, utilizando a metodologia do HMA para duas regiões do genoma virai, 

revelou a presença 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 relação 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 

região do envelope, foram detectados apenas subtipos B (Galvão-Castro, comunicação 

pessoal). Não podemos afirmar se a detecção de subtipo F e recombinantes B/F decorre de 

uma introdução recente no estado ou se é conseqüência do aumento no número de amostras 

estudadas, o que amplia a possibilidade de detecção de subtipos de menor prevalência. 

Estudos futuros com uma maior amostragem e coletadas em momentos diferentes são
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necessários a fim de se estabelecer uma vigilância do polimorfismo genético do HIV-1 no 

Ceará e determinar o futuro papel de vírus não B na dinâmica da epidemia no estado.

A coexistência em uma dada região de subtipos diferentes tem implicações nas 

estratégias terapêuticas e profiláticas e, por colocar diferentes formas genéticas em contato 

pode favorecer a geração de vírus recombinantes. Em um estudo realizado pela Rede 

Brasileira para Isolamento e Caracterização do HIV (Brazilian Network for HIV-1 Isolation 

e Characterization, 2000) onde foram analisadas amostras de São Paulo, Rio de Janeiro e 

Minas Gerais, através de análise filogenética, chegou-se á conclusão 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 

prevalências dos subtipos F e C. Pinto e colaboradores (Pinto e cols, 2000), utilizando 

análises de padrões de restrição em amostras provenientes do Rio de Janeiro, também 

sugerem uma introdução mais recente de subtipo F nesse estado. O subtipo F foi detectado 

no Brasil no início da década de noventa (Louwaige e cols, 1994; Morgado e cols, 1994) e 

desde então uma crescente prevalência desse subtipo tem sido demonstrada.

No Brasil, a epidemia parece apresentar diferentes padrões e distribuição de 

subtipos, porém o subtipo B tem se mostrado o mais prevalente nos mais diferentes grupos 

de risco (Sabino e cols., 1996; Galvão-Castro e cols., 1996; Morgado e cols., 1998; Couto- 

Fernadez e cols., 1999; Stefani e cols., 2000; Rossini e 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 e cois., 1994; Morgado e cois., 1998; Tanuri 

e cois., 1999; Ramos e cois., 1999) e infecções duplas (Janini e cois., 1998; Ramos e cois., 

1999). Recentemente, foi detectado também, em amostras provenientes do Rio de Janeiro, 

um subtipo A (Caride et al, 2001). Tanto no Brasil, como em países da América do Norte e
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Europa oriental tem sido demonstrado um aumento de formas genéticas não B, bem como 

aumento de novas formas genéticas por recombinação entre virus de subtipos diferentes 

circulando localmente (Thomson e cois, 2001). A identificação e caracterização dos 

subtipos nao B sao de extrema importância para a compreensão da epidemia e de sua 

dinámica em nosso país.

Dentre as amostras analisadas, 8 (5,4%) não foram definidas por HMA env, 

enquanto 12 (8%) não tiveram o subtipo definido por HMA gag. Todas as amostras não 

subtipadas por uma das técnicas foram definidas como subtipo B pela outra técnica. Dentre 

as causas da não definição dos subtipos, podemos considerar a pouca quantidade do DNA 

extraído ou a não formação de qualquer padrão de bandas de heteroduplex que permitisse 

sua caracterização no gel de HMA, apesar de uma boa concentração de DNA. Uma 

porcentagem similar de amostras não definidas por essa metodología é relatada em vários 

trabalhos que utilizam a mesma técnica (Delwart e cols., 1993; Morgado e cols., 1998; 

Heyndrickx e cols, 2000; Stefani e cols., 2000). É preconizado que nesses casos seja 

realizado sequenciamento e isto faz parte dos nossos objetivos futuros. Uma quantidade um 

pouco maior de amostras não subtipadas pelo HMA gag pode ser atribuída a questões 

meramente técnicas, já que esta metodologia foi implantada recentemente em nosso 

laboratório, enquanto que o HMA env já se encontra estabelecida desde 1997.

Em amostras provenientes da África, foram demonstrados casos de discordância 

env/gag em 54% das amostras dos Camarões, 41%) de Benin, 27% de amostras do Kenia e 

nenhuma discordância em amostras da Zâmbia (McCutchan e cols., 2000). Neste estudo, 

em relação às amostras subtipadas por HMA env e gag, foram encontradas 4 amostras (3%) 

com divergência entre env e gag, sendo estas definidas como subtipo B em env e F em gag 

e portanto classificadas como recombinantes B/F. A distribuição global de diferentes
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formas do HIV-1 é um processo dinâmico e quanto mais subtipos estiverem presentes em 

uma dada região, maior a probabilidade de geração de recombinantes.

A escolha do HMA como técnica para subtipagem das amostras foi baseada na 

eficácia, reprodutibilidade, rapidez e custo desta metodologia. Devido a essas 

características, o HMA foi indicado pela Organização Mundial de Saúde como método para 

determinação dos subtipos genéticos do HIV-1, deixando o sequenciamento apenas para 

casos de difícil definição. A técnica de HMA tem sido utilizada em vários lugares do 

mundo, por ser bastante útil em estudos em larga escala.

O HMA foi desenvolvido em 1993 por Delv̂ ârt e colaboradores, sendo a 

subtipagem baseada no gene env. Devido a crescente disseminação e detecção de vírus 

recombinantes em todo mundo foi necessário expandir esta técnica para outras regiões 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 correlação entre os 

subtipos obtidos por esse método e aqueles obtidos por sequenciamento ou análise 

filogenética, o que respalda ainda mais a utilização 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 não foi classificado por HMA 

gag, além de dois subtipos J para os quais não havia ainda representantes no painel de 

referência (Heyndrickx e cols., 2000).
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A associação entre diversos subtipos genéticos com diferentes vias de transmissão e 

progressão para a AIDS tem sido bastante analisada (Gali e cois., 1997; Perhrson e cois.; 

1997; Amornkul e cois., 1999; Kanki e cois., 1999), porém evidências definitivas que 

confirmem ou rejeitem essa associação ainda não foram encontradas. A extensa divergência 

observada sugere que de alguma forma ela poderia interferir nas características biológicas 

do HlV-1. Alguns estudos mostram dados que sugerem que subtipos do HIV-1 podem 

diferir no tempo de progressão para a AIDS e em algumas propriedades biológicas 

importantes (Tscherming e cols., 1998; Kanki e cols., 1999). Estes resultados têm sido 

questionados e considerados controversos por outros autores (Gali e cols., 1997; Morgado e 

cols., 1998; Ramos e cols., 1999; Amornkul e cols., 1999; Brazilian Network for HIV-1 

Isolation and Characterization, 1996). Entretanto, Sabino e colaboradores (Sabino e cols., 

1996) analisando amostras de São Paulo, sugeriram que o subtipo F estava associado com o 

uso de drogas injetáveis. Outro estudo, com amostras da Bahia detectou subtipo F apenas 

entre usuários de drogas endovenosas, embora a casuística nesse estudo tenha sido muito 

pequena (Couto-Fernandez e cols., 1999). No presente trabalho não pudemos avaliar a 

existência ou não dessa associação, pois os dados sobre via de transmissão não estavam 

disponíveis.

A técnica de digestão com a enzima Fokl, realizada nas amostras do Ceará de HIV-

1, para determinar a prevalência do tetrapeptídio GWGR, característico do subtipo B 

brasileiro, revelou uma prevalência de 34,3% desta variante. Este resultado é similar ao 

percentual encontrado para esta variante (30-57%) em outras regiões do país, em análises 

utilizando a mesma metodologia (Galvão-Castro e cols, 1996; Covas e cols., 1998; 

Morgado e cols., 1998).



Tem sido sugerido que a alta frequência de GWGR no Brasil pode está ligada a 

alguma pressão seletiva ou vantagem evolutiva (Costa e cols., 1996). Sugere-se ainda que 

essa alta prevalência pode decorrer de um efeito fundador ou como resultado de um maior 

potencial infectivo dessa variante (Morgado e cols., 1998; Covas e cols., 1998). Embora a 

importância do subtipo B brasileiro na epidemia da AIDS não esteja bem estabelecida, a 

alta prevalência de GWGR indica que ela é epidemiológicamente importante e pode ser 

relevante para o planejamento de vacinas no Brasil.

Após a detecção de GWGR e GPGR, tentamos verificar possíveis associações entre 

a distribuição dessas variantes e alguns dados epidemiológicos, porém nenhuma associação 

entre GWGR e GPGR e distribuição por sexo, estadiamento clínico e contagem de células 

CD4  ̂ foi encontrada. Proporções similares dessas variantes, independentemente do sexo, 

estadiamento clínico, contagem de células CD4  ̂e modo de transmissão foram relatadas em 

outros estudos (Morgado e cols., 1998; Casseb e cols., 1998; Santoro-Lopes e cols., 2000). 

Entretanto, Covas e colaboradores (Covas e cols., 1998) demonstraram maior prevalência 

de GWGR em mulheres, independente da forma de transmissão. Além disso, Santoro- 

Lopes e colaboradores (Santoro-Lopes e cols., 2000) sugerem que indivíduos infectados 

com a variante GPGR progridem mais rápido para a AIDS.

O presente trabalho proporcionou o conhecimento da distribuição dos subtipos do 

HIV-1 no estado do Ceará em amostras coletadas ao longo do ano 2000. Este 

conhecimento contribui para os dados da diversidade do HIV no Brasil, fornecendo 

informações para estudos futuros. A vigilância epidemiológica continuada das formas 

genéticas do HIV permite detectar rapidamente a introdução de novos subtipos e verificar o 

aumento da diversidade genética. O aumento na diversidade do HIV em uma população 

pode dificultar o diagnóstico de novos casos, o desenho de vacinas eficazes, e o
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monitoramento da resposta a terapias com drogas anti retro vir ais através da detecção da 

carga virai. Além disto, a determinação dos subtipos genéticos do HVI-1 representa uma 

ferramenta poderosa para o monitoramento de alterações nos padrões de transmissão locais 

e para o mapeamento da epidemia local e global.
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1. A caracterização molecular de amostras de HIV-1 provenientes do Ceará, através da 

metodologia de HMA para as duas regiões do genoma virai, env e gag, revelou a 

presença dos subtipos B (94%), F (3%) e recombinantes B/F (3%). Este é o primeiro 

relato da presença de subtipo F e recombinantes B/F no estado do Ceará.

2. A combinação do estudo de dois genes virais {env e gag) permite realizar uma 

estimativa mínima de recombinantes, sendo bastante útil, especialmente com a 

emergência dessas formas em todo o mundo.

3. Uma menor prevalência de subtipo F foi encontrada no Ceará em comparação com o 

sudeste do Brasil (Brazilian Network for HIV isolation and Characterization, 2000). 

Além disso, não foi detectado nenhum subtipo C, revelando que a distribuição dos 

subtipos genéticos do HIV-1 assume padrões diferentes em diferentes regiões do país 

(Morgado e cols, 2002).

4. A análise das características epidemiológicas do grupo de pacientes incluídos nesse 

estudo revelou ser esta uma população representativa da situação da epidemia do HIV 

no Ceará e no Brasil. A faixa etária com a maior prevalência da infecção 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.

84

7. CONCLUSÕES



5. Foi encontrada uma prevalência de 33,4% do motivo GWGR da alça V3, característico 

do subtipo B brasileiro, revelando que esta variante também é epidemiológicamente 

importante no Ceará. Nenhuma associação entre GWGR e GPGR e distribuição por 

sexo, estadiamento clínico e contagem de células CD4  ̂foi encontrada
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