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I- INTRODUCAO

Aspectos Historicos

O virus da imunodeficiéncia humana — HIV (Human Immunodeficiency Virus) — agente
etioldgico da aids, ou Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida - SIDA, foi primeiramente
descrito em 1983. O trabalho do grupo francés liderado por Luc Montaigner relatou o
isolamento e a identificacdo de um novo retrovirus em pacientes com aids, pertencente a
familia dos virus com tropismo para linfécitos T humanos (HTLV - virus da leucemia de
células T humanas), diferente dos ja identificados HTLV-1 e HTLV-II (Barré-Sinoussi et al.
1983). Logo em seguida, em 1984, o grupo do norte-americano Robert Gallo relatou a
deteccao freqliente de um novo retrovirus, HTLV-III, em pacientes com aids, relacionando
o patégeno a doenga. O grupo de Gallo descreveu as caracteristicas morfologicas,
bioldgicas e antigénicas do novo patdgeno, apontando a infeccdo preferencial da

subpopulagdo de linfocitos T auxiliares pelo agente (Schiipbach et al. 1984).

Aspectos Clinicos

A infecgao pelo HIV apresenta uma fase inicial aguda, também chamada sindrome da
infeccdo retroviral aguda ou infeccdo primaria, geralmente assintomatica e com macica
producdo viral. Em alguns casos, pode ser acompanhada de uma sindrome viral
inespecifica, a qual ¢ autolimitada, se resolvendo, em média, em 14 dias. Em seguida, o

individuo entra numa fase de laténcia clinica, que dura em média 10 anos, representada por



progressiva queda no nuamero de linfocitos T CD4" e mantida replicagdo viral,
principalmente nos orgaos linfoides periféricos. A doenca evolui entdo para a fase
sintomadtica, aids, caracterizada por imunodeficiéncia severa e infeccdes oportunistas
variadas, as quais acabam finalmente provocando a morte do paciente (Pantaleo et al. 1993,

Cao & Walker 2000).

Estrutura e Caracteristicas Gendomica e Protéica do HIV

O HIV ¢ um retrovirus complexo, membro da subfamilia Lentivirinae, e existe sob duas
formas genéticas bastante diferentes, o HIV tipo 1 e o HIV tipo 2. O virion, a particula viral
infecciosa do HIV, ¢é esférico, possuindo aproximadamente 80-100 nm de diametro, e
compreende: um envelope viral, composto de uma membrana bicamada lipidica derivada da
célula do hospedeiro contendo glicoproteinas codificadas pelo virus (gp120/gp41); uma
matriz protéica, composta da proteina p17; o capsideo viral, de forma cilindrica e composto
da proteina principal p24; nucleocapsideo composto das proteinas p7/p9; duas fitas simples
de RNA gendmico e trés enzimas virais, transcriptase reversa, integrase e protease (Barré-

Sinoussi 1996, Brooks et al. 2000).

O HIV possui um genoma diploide, composto de duas fitas de RNA de filamento simples,
ambas de sentido positivo, com 9,2 Kb de extensdo e composto de genes estruturais e genes
regulatorios. Os genes estruturais sdo partilhados por todos os retrovirus: gag codifica as
proteinas do capsideo e nucleocapsideo viral; pol codifica as enzimas virais; env codifica a

glicoproteina precursora gp160, clivada por proteases celulares em gp120 e gp41. Os genes



regulatorios sdo tat, rev, vif, nef, vpr ¢ vpu (HIV-1) ou vpx (HIV-2), e eles regulam ou
auxiliam os varios processos bioldgicos virais: transcricdo do RNA viral em DNA pro-viral,
integracdo do DNA proé-viral ao DNA do hospedeiro, tradugdo de proteinas virais,
maturagdo da particula viral e infectividade. Os genes do HIV-1 diferem na sua potencial
variabilidade estrutural. Os genes gag e pol sdo mais conservados que env. Na regido do
gene env foram descritos segmentos constantes (C) e variaveis (V), os quais codificam
importantes epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes e por linfocitos T

citotoxicos (Barré-Sinoussi 1996, Brooks et al. 2000).

A transcriptase reversa ¢ uma enzima caracteristica dos retrovirus e tem a funcdo de
transcrever o RNA genomico viral em DNA dupla fita (DNA proviral), o qual podera entao
ser integrado ao genoma da célula hospedeira pela integrase, dando continuidade ao ciclo de
replicagdo viral. O DNA proviral integrado serve de molde para a geragao de novos RNAs
genomicos ¢ mensageiros, mediada por RNA-polimerases do hospedeiro, que por sua vez
serdo traduzidos nas proteinas estruturais e acessorias/regulatorias do virus. A protease viral
cliva as proteinas do virus, codificadas pelo gene gag e sintetizadas como macromoléculas

precursoras (Cao & Walker 2000, Abbas et al. 2003).

A entrada do HIV na célula-alvo ¢ mediada por interacdes entre as glicoproteinas do
envelope viral, gpl20 e gp4l, e moléculas constitutivas da célula do hospedeiro. A
molécula de CD4 ¢ o receptor primario para o HIV e identifica as populagdes celulares
vulneraveis a esta infeccdo. Gp120 e gp41 sdo subunidades funcionais da precursora gp160
e apresentam-se associadas ndo-covalentemente, dispostas na forma de trimeros sobre o

envelope viral. A gp120 projeta-se externamente em relagdo a superficie do virus, enquanto



a gp4l permanece ancorada no envelope, possuindo uma por¢ao externa, uma regido
transmembrana ¢ um dominio interno. O sitio de ligacdo ao CD4 ¢ representado pelos
dominios variaveis da gpl20, as chamadas alcas V1, V2 e V3. A interacdio com CD4
promove modificagdes conformacionais na molécula da gp120, permitindo sua adicional
ligacdo a co-receptores. Os principais co-receptores descritos para o HIV-1 sdo os
receptores de quimiocinas CCRS5 e CXCR4. O isolados virais parecem usar
preferencialmente um ou outro co-receptor e sdo classificados de acordo com o uso do co-
receptor em cepas RS e cepas X4, embora isolados com duplo tropismo (R5X4) ja tenham
sido descritos. Outros co-receptores para o HIV-1 ja foram descritos: CCR1, CCR2b,
CCR3, CCRS, dentre outros. A ligagdo aos co-receptores induz a ativagdo da gp41, que se
insere na bicamada lipidica da célula-alvo, promove a fusdo do envelope viral com a
membrana celular e injeta o cerne viral no citoplasma da célula (Levy 1996, Cilliers &

Morris 2002).

Origem da Aids e Diversificacio do HIV

Na familia dos lentivirus de primatas, além dos tipos 1 e 2 do HIV, estdo descritos também
os varios tipos de virus da imunodeficiéncia simia (SIV), os quais infectam uma variedade
de espécies de primatas ndao-humanos. A andlise da filogenia das cepas indica que
provavelmente HIVs e SIVs derivam de um ancestral comum, o qual se foi diversificando
ao longo do tempo, até constituir as atuais classes ou tipos desses patégenos. HIV-1 e HIV-
2 se relacionam muito proximamente com tipos de SIVs isolados de diferentes espécies de
primatas ndo-humanos: o HIV-1 se relaciona com o SIVcpz isolado de chimpanzés (Pan

troglodytes troglodytes) ¢ o HIV-2 com o SIVsm isolado de macacos Sooty mangabeys



(Cercocebus atys). Estas descobertas, apoiadas por outras informagdes virologicas e
epidemiologicas, sugerem que as referidas espécies de primatas nao-humanos sejam os
respectivos reservatorios naturais para o HIV-1 e 2. Provavelmente, HIV-1 e 2 se
diversificaram em seus hospedeiros naturais e em algum momento romperam a barreira
entre as espécies, chegando ao homem por meio de diferentes eventos de transmissdo
zoonotica. As espécies animais consideradas reservatorios para o HIV habitam
principalmente a Africa Central, sendo esta apontada como o provavel berco da epidemia
da aids (Barré-Sinoussi 1996, Sharp et al. 2000). Uma investigagdo desenvolvida na
Republica Democratica do Congo descreve a alta complexidade das formas genéticas virais
naquela regido, com a circulagdo no local de praticamente todos os subtipos do HIV-1 e
HIV-2, 0 que confirma a epidemia antiga existente na Africa Central e finalmente reforca a

hipdtese da origem da aids (Vidal et al. 2000).

Viérios estudos tém sido desenvolvidos se propondo a explicar o modo pelo qual o HIV se
diversificou, até compor o atual panorama da pandemia da aids. A abordagem mais
utilizada emprega o seqiienciamento e a analise filogenética de segmentos de genes virais.
Estes estudos se concentram principalmente no HIV-1 do grupo M, por causa da grande
implicagdo destas cepas na composicdo da epidemia. Em linhas gerais, os pesquisadores
utilizam-se de comparagdes entre seqiiéncias de DNA de isolados virais datados de
diferentes periodos, verificando a ocorréncia de mutacdes em cada sitio das seqiiéncias ao
longo dos intervalos de tempo que separam os isolados. Determinam, assim, as freqiiéncias
ou taxas anuais de mutagdes das cepas do HIV-1. Assumindo que estas taxas sdo
constantes, transformam este dado em tempo de diversificagdo, criando uma espécie de

relogio molecular para a evolugao do HIV (Li et al. 1988, Korber et al. 2000).



Li e colaboradores (1988) encontraram uma taxa média de mutagdo para o HIV-1 de 5,9 x
10~ nucleotideos por sitio por ano, uma taxa que é cerca de 10° vezes mais rapida que a de
outros microrganismos com genoma DNA, mas similar a de outros retrovirus. Os autores
trabalharam com isolados norte-americanos, haitianos e africanos. Levando em conta a
filogenia dos isolados ¢ a velocidade de evolugdo do HIV-1 (representada pela freqiiéncia
anual de mutacdes), Li e colaboradores propdem que a aids ja existia na Africa central antes

de 1960 e disseminou-se para o Haiti e depois América do Norte em meados de 1970.

Zhu e colaboradores (1998) contribuiram muito para os estudos sobre a origem do HIV-1,
relatando o isolamento de material genético viral em uma amostra de plasma humano
datada de 1959. A amostra era de um homem africano, procedente do Zaire (atualmente
Repuiblica Democratica do Congo) na Africa Central, e foi agrupada na arvore filogenética
dos subtipos do grupo M muito proxima ao n6 ancestral de B, D e F. Os autores
propuseram que os virus do grupo M devem ter compartilhado um ancestral comum nos
anos 40 ou inicio dos 50, o qual foi introduzido na populagdo africana por volta de 1959 e a
partir dai se diversificou. Os pesquisadores apontam como provaveis fatores facilitadores da
disseminagio inicial do HIV-1 na Africa as modificagdes sociais experimentadas pelas
populagdes nas primeiras décadas do século passado, tais como acesso mais facil a
transporte, aumento na densidade populacional e contatos sexuais mais freqlientes, embora
considere relevante também o papel das campanhas de vacinacdo em massa, talvez com o

uso de seringas contaminadas.



Korber e colaboradores (2000) desenvolveram um importante trabalho sobre a origem do
HIV-1. Os autores trabalharam com um grande nimero de isolados, seqiienciando o gene
env em toda a sua extensdo e fragmentos do gene gag. Analisaram seus dados sob modelos
evolucionarios sofisticados criados pelos pesquisadores, baseados na hipdtese do relogio
molecular. Na validagdo do seu modelo, empregaram “cepas histéricas” do HIV-1, isolados
virais com datas de isolamento bem documentadas, como o de Zhu e colaboradores e cepas
CRF01_AE (“Circulating Recombinat Form”; Forma Recombinante Circulante). A
CRFO01_AE foi utilizada porque existem muitos dados epidemioldgicos e da filogenia do
grupo que permitem definir com precisdo a data do seu ancestral. Assim, chegaram a data
de 1931, sendo esta reconhecida como a mais provavel data de existéncia do ancestral

comum dos subtipos do HIV-1 do grupo M.

A Variabilidade Genética do HIV-1

1. Classificacdao do HIV-1
Estudos de seqiienciamento e andlise filogenética de fragmentos génicos do HIV-1,
primeiramente no gene env e depois nos genes gag € pol, realizados em diferentes regides
geograficas do planeta, revelaram que os isolados podiam ser agrupados em subtipos ou
classes filogeneticamente definidas, as quais eram aproximadamente eqiiidistantes umas das
outras — os subtipos do HIV-1 podem diferir em até 35% nas posi¢des dos aminoacidos da

proteina do envelope (UNAIDS 1997a e b, Robertson et al. 2000, Gaschen et al. 2002).

Atualmente, os isolados do HIV-1 sdo classificados em trés grupos: M (main), O (outlier) e

N (new ou non-M/non-0). O grupo M ¢ constituido de nove subtipos virais, designados por



letras: A — D, F —H, J e K, e quatro sub-subtipos, chamados Al e A2, F1 e F2. Os virus do
grupo M do HIV-1 s3o os responsaveis pela epidemia global da aids. Virus dos grupos O e
N infectam pessoas vivendo na Africa Central (principalmente Camardes e paises vizinhos)
ou aparecem como casos esporadicos em paises da Europa e Américas, em individuos com

vinculo epidemiolégico com a Africa (UNAIDS 1997a e b, Robertson et al. 2000).

Com o aperfeicoamento das metodologias de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(“Polymerase Chain Reaction” - PCR), seqiienciamento e analise filogenética, obteve-se
uma visdao mais apurada da complexa diversidade genética viral. Alguns isolados do HIV-1
apresentavam perfis genotipicos discordantes, quando duas ou mais regides do seu genoma
eram analisadas (Robertson et al. 2000). Este achado levou a proposicdo de que tais virus
seriam produtos de eventos de recombinagdo genética intersubtipos. Cornelissen e
colaboradores (1996) analisando segmentos dos genes gag e env de isolados virais
recolhidos em diversos paises (Brasil, Tailandia, Ruanda, Uganda) encontraram alta
freqiiéncia de virus recombinantes, indicando que provavelmente a circulacdo de diferentes

subtipos numa mesma regido geografica favoreca a recombinagdo entre as cepas.

Foram entdo definidas as formas recombinantes circulantes ou CRFs (Circulating
Recombinant Forms), produtos de um mesmo evento de recombinacdo genética
intersubtipos e identificadas em pelo menos trés individuos sem vinculo epidemioldgico.
Assim, cada CRF ¢ considerada como uma classe filogenética de HIV-1 bem definida,
contribuindo efetivamente para a disseminagdo da epidemia da aids em diversas regides do
mundo. As CRFs s3o designadas por um nimero, segundo a sua ordem de isolamento,

seguido do nome dos subtipos parentais (ex: CRFO1 AE foi a primeira CRF identificada,
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produto da recombinagdo entre o subtipo A e a forma E, ndo encontrada como um subtipo
puro). Atualmente existem dezesseis CRFs descritas. Se o recombinante envolve mais de
trés subtipos, a CRF passa a receber a notagao cpx (complex, complexa) para facilitar a sua
designacdo (ex: CRF04 cpx, representa a forma recombinante entre subtipos A/G/H/K e

regides nao classificadas) (Robertson et al. 2000, Najera et al. 2002).

Estudos posteriores apontaram ainda a existéncia de formas recombinantes unicas — URFs
(Unique Recombinant Forms), virus recombinantes que ndo constituem classe ou grupo
filogenético definido, identificados em apenas um individuo ou em um grupo de individuos
com vinculo epidemiologico. O avancgo das pesquisas sobre a epidemiologia molecular da
infec¢do pelo HIV em todo o mundo, com amostragens em areas antes nao investigadas ou
pouco amostradas, analises filogenéticas mais freqiientes de varios segmentos do genoma
viral e o aumento do numero de genomas completos analisados, tém permitido avaliar a
importancia da diversidade viral na construcao e delinecamento das tendéncias da pandemia

(Robertson et al. 2000, Najera et al. 2002, Los Alamos 2005).

A diversidade genotipica do HIV-1 no mundo esta refletida numa heterogénea distribui¢ao
geografica dos isolados virais. Diferentes niveis de prevaléncia e perfis diferenciados de
formas genotipicas do HIV-1 tém sido observados em diferentes regides do mundo. Os
relatorios da UNAIDS (1997a e 1997b), o6rgdo da Organizacdo Mundial da Saude
responsavel por pesquisas e politicas relativas a aids no mundo, apresentam a complexidade
desta distribui¢do. O continente africano representa um verdadeiro “caldeirdo” de tipos,
grupos, subtipos e formas recombinantes do HIV. A epidemia asidtica, mais recente,

apresenta epidemiologia molecular menos diversa, com prevaléncia da CRFOl AE e
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subtipo B, embora a presenca de outros subtipos (C, A e D) ja tenha sido apontada em
alguns paises, indicando o crescimento da epidemia. Nas Américas ¢ na Europa ha
prevaléncia do subtipo B, com presenca do subtipo F e de alguns recombinantes.
2. Mecanismos Geradores da Diversidade

Goodenow e colaboradores (1989) demonstraram “in vitro” o surgimento de polimorfismo
genético em isolados do HIV-1, a partir da andlise de fragmentos dos genes env e gag de
isolados virais cultivados por curto periodo em células mononucleares periféricas. Esta
caracteristica do HIV-1 tem sido demonstrada também em individuos recentemente
infectados, com o surgimento de diversidade viral em curto tempo apds a infecgdo
(Cichutek et al. 1992). Sao considerados mecanismos geradores da diversidade genética do
HIV-1, uma alta taxa de mutacdo viral, elevada capacidade replicativa do virus e a
capacidade destes patogenos de recombinar o seu material genético (Domingo et al. 1985,

Temin 1993, Najera et al. 2002)

Segundo Domingo e colaboradores (1985), alguns virus com genoma de RNA aparecem
nos individuos infectados ndo como uma espécie de genoma Unico, mas como populacdes
geneticamente heterogéneas, compostas de variantes virais relacionadas. Para designar este
tipo de populacao foi adotado o conceito de quasispecies, indicando que aproximadamente

cada particula viral apresenta um genoma que ¢ diferente dos demais.

A elevada capacidade replicativa do HIV-1 foi melhor descrita a partir do trabalho de Ho e
colaboradores (1995). Uma taxa de produgdo viral da ordem de 10° virions por dia foi
demonstrada em individuos infectados. Esta notavel capacidade produtiva tem grande

impacto no sistema imune do hospedeiro, com taxas de destruicao e renovagao de linfocitos
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T CD4" (LTCD4") também muito altas (~10° células/dia). Coffin (1995) destaca o papel
fundamental desta dindmica, mantida durante anos de infec¢do, na deplegdo dos LTCD4"
nas fases mais avangadas da doenca e patogénese da aids. A fase de laténcia clinica,
considerada até entdo como uma fase de baixa producdo viral, foi redefinida como um
periodo de elevada atividade viral e destrui¢do celular, ilustrada pelo curto tempo de vida-
média de uma célula T CD4" infectada, de 1-2 dias, ¢ uma taxa de replicagdo anual de 300

ou mais ciclos/genoma (Coffin 1995, Ho et al. 1995).

A alta freqiiéncia de mutagdo retroviral parece ser conseqiiéncia do seu proprio ciclo
biologico, envolvendo a agdo da enzima transcriptase reversa, a qual € atribuida alta taxa de
erro (substituicdes de bases, delecdes, inser¢des, recombinagdo genética), muito
provavelmente por ndo dispor de proteinas acessorias e atividade de nuclease para a
correcdo dos erros. Mutagdes por substitui¢do de base envolvem deslocamento mutagénico
ou incorporagdo incorreta de base no ponto de crescimento da fita nascente, seguido de
polimerizacdo a partir do ponto de troca. Apds a substituicdo, a seqiiéncia circunvizinha
determina se ha ou ndo polimerizagdo com a base adjacente, assim mantendo a estrutura de
leitura, ou se transfere (salta) para outra posicdo no molde, formando uma dele¢do ou
inser¢do (saltos sobre uma mesma fita) ou ainda uma recombinagdo (salto entre as fitas de
RNA). Quanto maior a capacidade replicativa, mais freqiientemente estes eventos irao
ocorrer (Temin 1993, N4ajera et al. 2002). Devido a cinética de replicagao do HIV-1 e o
tamanho destas popula¢des “in vivo”, toda e qualquer mutacdo de ponto devem ocorrer na

ordem de 10* a 10° vezes por dia em um individuo infectado (Ho et al. 1995, Coffin 1995).
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A natureza dipldéide do genoma retroviral reflete uma vantagem evolutiva, permitindo o
reparo de defeitos ou quebras na seqiiéncia do RNA viral mediante a ocorréncia da
recombinacdo genética. A recombinagdo genética requer a infec¢do de uma Unica célula por
dois virions, e parece ocorrer preferencialmente durante os eventos iniciais da transcri¢cao
reversa. Estes eventos envolvem saltos da transcriptase reversa entre moléculas heterologas
de RNA gendmico, saltos que podem ser forgados ou aleatorios, com a conseqiiente geracao
de genomas hibridos. E proposta uma taxa de recombinagio de 2 a 3 cruzamentos ou saltos

por ciclo de replicagdo em todo o genoma viral (Temin 1993, Jetzt et al. 2000).

No HIV-1, a recombinagdo pode ocorrer entre diferentes cepas do mesmo subtipo
(intrasubtipo), entre diferentes subtipos (intersubtipo) ou, mais raramente, entre diferentes
grupos (intergrupo). Estudos “in vitro”” demonstram infec¢des multiplas com cepas do HIV-
1 em células mononucleares periféricas, com a extensdao da superinfec¢do crescendo ao
longo do tempo. Em humanos, relatos de co-infecgdo com diferentes subtipos tém sido
descritos, principalmente entre usudrios de drogas injetdveis e pessoas praticando sexo
desprotegido. Infeccdes envolvendo mais de um tipo de virus podem ocorrer simultanea
(co-infec¢ao) ou seqiiencialmente (re-infec¢do). Superinfeccdo tem sido empregado para
designar infec¢des seqilienciais, envolvendo pelo menos dois eventos de transmissdo. A
ocorréncia de infeccao dupla é o primeiro passo para a recombinacao viral, e explica as
altas taxas de genomas recombinantes em areas onde varios subtipos co-circulam (N4jera et

al. 2002).

Métodos para Avalia¢io da Diversidade Genotipica do HIV-1
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Sao considerados como métodos de referéncia para a avaliagao da diversidade genética do
HIV-1, o seqiienciamento e¢ a analise filogenética. Estes sdo métodos extremamente
precisos, mas sdo também muito caros e laboriosos, exigindo um arsenal de equipamentos,
reagentes e de pessoal altamente treinado para a sua execucdo. A necessidade cada vez
maior de investigagdes em larga escala, realizadas nas diversas partes do globo, tornava
premente a criagdo de ensaios alternativos, mais acessiveis, para a analise da diversidade
genética viral. Alguns estudos t€ém chamado a ateng@o para a relevancia da diversidade viral
na eficacia dos testes comerciais para o HIV-1. Os testes para diagnéstico da infec¢ao pelo
HIV-1 foram desenvolvidos e testados nos Estados Unidos e Europa, onde a maioria das
infeccdes ¢ causada por cepas do subtipo B. Estudos empregando cepas ndao-B tém sido
recomendados para validar a aplicabilidade destes testes em regides onde varias formas

genéticas do HIV co-circulam (Thomson et al. 2002b).

O ensaio da Analise da Mobilidade de Heteroduplex — HMA, idealizado por Delwart e
colaboradores (1993), trouxe grande contribui¢do para os estudos de diversidade viral do
HIV-1, pois representa um ensaio de triagem molecular capaz de estimar o grau de
similaridade genética entre isolados do HIV-1 sem a necessidade dos sofisticados
equipamentos ¢ elevado grau de capacitagdo técnica exigidos pelas técnicas até entdo em
uso. A HMA se baseia na verificagdo da mobilidade eletroforética em gel de poliacrilamida
de hibridos de DNA, os heteroduplex, gerados a partir do pareamento de cepas de
referéncia (subtipo conhecido) com amostras-testes, ambas na forma de curtas seqiiéncias

de nucleotideos do gene env, geradas por PCR.

15



Empregando a HMA env na andlise de isolados do HIV-1 de individuos provenientes de
diferentes paises, Delwart e colaboradores (1993) demonstraram répida e confiavel
determinagdo do subtipo viral nos isolados testados, alcangando alta correlagdo com a
técnica de seqiienciamento. Os autores apontaram ainda que a mobilidade eletroforética dos
hibridos no gel de poliacrilamida é proporcional a distdncia genética entre os isolados,
quando esta diferenca se situa entre 3 ¢ 20%. Assim, observou-se graus de divergéncia da
ordem de 8% entre seqiiéncias do gene env de um mesmo individuo, sendo que em alguns
esta distancia chegava a ser maior que a observada entre individuos sem vinculo
epidemioldgico. Entre amostras de diferentes subtipos foi encontrada distancia genética de
mais de 20%. Foi demonstrada correlacdo entre diversidade genética do HIV-1 e tempo
transcorrido desde a introdu¢do do virus na populagdo, quanto maior o tempo de
disseminag¢do da epidemia na regido maior a complexidade genotipica viral local. Os
autores da técnica apontam como principais limitagdes da HMA a possibilidade de
contaminagdes, principalmente na etapa de amplificagdo das amostras — PCR, e a
necessidade de continua revisdo e adaptacdo dos reagentes e cepas de referéncia as

populagdes locais (Delwart et al. 1997).

Heyndrickx e colaboradores (2000) estenderam a analise da diversidade viral, antes restrita
ao gene env, para o gene gag. A combinagdo da HMA gag com a HMA env representa um
acréscimo no poder investigativo da técnica, permitindo a identificagdo de genomas
hibridos na populacdo, apresentando subtipos diferentes em gag e em env. Este achado
representa forte indicio de recombinagdo genética intersubtipos, embora a possibilidade de

infecgdes duplas, envolvendo diferentes subtipos, deva ser considerada. Torna-se necessario
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o mapeamento do genoma viral, com a identificagdo do sitio de recombinagao, para definir

a presenga de um virus recombinante (N4jera et al. 2002, Thomson et al. 2002).

A HMA representa uma ferramenta valiosa, muito Util na investiga¢do da diversidade viral
e no monitoramento da evolugdo da epidemia, sendo aplicavel em larga escala. Embora
apresente alta correlagdo com a técnica de referéncia (seqiienciamento), deve-se destacar
que a HMA ¢ um método de triagem, adequado para propostas de vigilancia
epidemiologica, mas conclusdes sobre isolados individuais devem envolver o uso de
técnicas definitivas. HMA env e HMA gag tém sido introduzidas pela UNAIDS em vérios
paises em desenvolvimento, para o monitoramento da distribuicdo dos subtipos virais.
Estudos mais recentes tém apontado a utilidade da HMA mesmo em regides onde a
epidemia apresenta elevada complexidade genotipica (UNAIDS 1997a e b, Heyndrickx et

al. 1998, Sawadogo et al. 2003).

Diversidade Genética Viral X Patogénese e Transmissao do HIV-1

Muitos estudos tém tentado demonstrar a relevancia da elevada diversidade genética viral
para processos como transmissdo e patogénese da infeccdo pelo HIV-1. Diferencas na
freqliéncia de transmissao e na taxa de progressao para doenga em relacao ao subtipo viral
infectante t€m sido relatadas. Virus do subtipo A tém sido considerados menos patogénicos
que a maioria dos outros subtipos (Kanki et al. 1999, Kaleebu et al. 2002). Dois estudos
com pares de maes HIV'/aids e filhos infectados pela via vertical apontam resultados

discordantes: um aponta o subtipo D sendo mais transmitido que o subtipo A (Yang et al.
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2003) e o outro aponta o D sendo menos transmitido entre varios outros subtipos, inclusive
A (Renjifo et al. 2001). Varios outros estudos ndo encontraram correlacdo entre subtipo
viral e os processos em questdo, transmissao e patogénese do HIV-1 (Murray et al. 2000,

Eshleman et al. 2001, Tapia et al. 2003).

Nesta linha de investigagdo, alguns estudos apontam a dificuldade em se estabelecer
correlagdo entre genodtipo e transmissdo/patogénese do HIV-1. Destaca-se que estes sdao
processos complexos, multifatoriais, abrangendo aspectos de natureza viral, genéticos e
imunoldgicos do hospedeiro e ainda outras variaveis soécio-econOmicas e ambientais
(UNAIDS 1997a e b, Hu et al. 1999). At¢ o momento, exemplo bem documentado e
inconteste de diferenca na transmissdo e patogénese pode ser atribuido ao HIV-1 e HIV-2.
O HIV-2 ¢ considerado menos eficiente na transmissao e menos patogénico que o tipo 1.
Entre os diferentes subtipos do HIV-1, a polémica ainda ¢ grande (UNAIDS 1997a, Hu et

al. 1999).

Diversidade Genotipica do HIV-1 no Brasil

Os estudos de diversidade genotipica do HIV-1 no Brasil indicam uma epidemia complexa,
com algum grau de diversidade. A maioria dos estudos € representativa de pacientes da
regido sudeste do pais, onde se concentra grande parte dos pacientes HIV'/aids. Estes
estudos indicam a prevaléncia de cepas do subtipo B (~88,5%), seguido do subtipo F
(~8,9%) e pequena proporcao de infeccdes com subtipo C (~1,7%) e B/F (~0,9%) (Galvao-
Castro et al. 1996, Sabino et al. 1996, Bongertz et al. 2000). O primeiro relato de infecgdo

por virus recombinante B/F no Brasil ¢ procedente da regido sudeste (Sabino et al. 1994).
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Relatos de infeccdo com HIV-1 dos subtipos A e D, menos freqiientes, sdo provenientes
também desta regido (Morgado et al. 1998, Tanuri et al. 1999, Caride et al. 2000,

Guimaraes et al. 2002a).

Em Manaus-AM, observou-se a presenca de HIV-1 dos subtipos B, F, B/C e uma elevada
propor¢ao de recombinantes B/F. Os autores testaram a distribuicdo dos varios subtipos
encontrados em relagdo as varidveis: grupo de risco (heterossexual, homossexual, bissexual,
transfusdo), condigdo clinica (HIV" ou aids), contagem de LTCD4" ¢ carga viral plasmatica.
Nenhuma correlacdo foi encontrada (Vicente et al. 2000). Diversidade genética marcante,
com presenca de subtipos B (45%), F (12%), B/D (1,5%), B/F (1,5%) e elevada freqiiéncia
de infecgdes pelo subtipo C (40%), foi observada na cidade de Porto Alegre, na regido sul

do pais (Soares et al. 2003a).

Alguns estudos t€m sido desenvolvidos no estado de Goids, apresentando uma diversidade
de subtipos do HIV-1 consideravel. Num dos primeiros trabalhos sobre a diversidade
genotipica do HIV-1 em criangas infectadas, Alvares Junior (1999) relatou presenca de
cepas do subtipo B em todas as amostras investigadas. Um outro estudo desenvolvido com
gestantes HIV'/aids, apontou a predominancia de virus do subtipo B, com presenca de
subtipo C e recombinante B/A entre as pacientes (Stefani et al. 2000). Ainda, estudando a
transmissdo vertical do HIV-1, Alcantara (2003) encontrou 86,1% de subtipo B e 13,9% de

HIV-1 com perfil genotipico B/F entre as maes HIV"/aids.

Analises mais abrangentes da distribuicdo dos subtipos genéticos do HIV-1 nas diferentes

regides geograficas do Brasil sdo necessarios. Estas pesquisas sdo importantes para o
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monitoramento da evolugdo da epidemia no pais e também para o planejamento e condugao
de ensaios com possiveis candidatos a vacinas anti-HIV. O desenvolvimento de vacinas
efetivas contra o HIV-1 depende do conhecimento das caracteristicas locais da epidemia,
caracteristicas viroldgicas, epidemioldgicas e imunologicas (Morgado et al. 2002). Neste
sentido, o emprego de técnicas menos dispendiosas para a verificacdo da diversidade
genética viral, que possam ser amplamente aplicadas, ¢ uma das recomendagdes mais
consistentes da UNAIDS (UNAIDS 1997b).

IT - JUSTIFICATIVA

Virios estudos apontam a importancia da continua investigagcdo da diversidade viral local
no monitoramento da dinamica da distribuigdo, introdu¢do e disseminagdo das diferentes
formas genéticas do HIV-1. O conhecimento sobre as variantes genéticas do HIV-1 ¢
importante para garantir que os testes comerciais de diagndstico e de avaliagdo da carga

viral sejam sensiveis e especificos para todos os subtipos do HIV-1.

O Brasil ¢ um pais de dimensdes continentais, apresentando caracteristicas sociais, culturais
e econOmicas distintas entre as suas cinco regides geograficas. Estudos sobre a
epidemiologia molecular do HIV-1 no pais tém apontado uma consideravel
heterogeneidade nos perfis de distribui¢do dos subtipos virais pelas diferentes regides

geograficas (Morgado et al. 2002).

Uma revisdo da literatura sobre a diversidade genotipica do HIV-1 no Brasil indica
concentracdo de dados provenientes de pacientes das regides sudeste e sul, revelando uma

escassez de dados sobre amostras de pacientes de outras regides do pais, como a regiao
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centro-oeste. Este trabalho se propde a contribuir para o conhecimento da diversidade
genotipica do HIV-1 no estado de Goias, seguindo a linha de pesquisa do nosso grupo, que
vem estudando a diversidade genética viral no centro-oeste desde 1997. Nosso estudo
enfoca a diversidade viral do HIV-1 em dois subgrupos populacionais particularmente

importantes, mulheres HIV'/aids ¢ criancgas, a grande maioria infectada pela via vertical.

21



III - OBJETIVO

Caracterizar a diversidade genotipica do HIV-1 nas regides env e gag do genoma viral em
maes HIV'/aids e em criangas e adolescentes HIV'/aids, atendidos no centro de referéncia
para diagndstico e tratamento da infecgdo pelo HIV-1 — Hospital Dr. Anuar
Auad/HDT/SUS, Goiania-GO. No intuito de contextualizar as informagdes sobre a
diversidade do HIV-1, as principais caracteristicas epidemioldgicas, imunologicas
(contagem de LTCD4"), virais (carga viral plasmatica) e clinicas dos pacientes envolvidos

no estudo sdo apresentadas.
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IV - PACIENTES E METODOS

A. Grupo de Estudo

Este ¢ um estudo descritivo de corte transversal para caracterizar a diversidade genotipica
do HIV-1 em mulheres/maes HIV'/aids e em criancas e adolescentes infectados, no estado
de Goias. O grupo de estudo consistiu de 85 pacientes, representados por 29 pares de maes
HIV'/aids e filhos infectados pela via vertical e 27 criangas/adolescentes HIV'/aids, na
maioria 6rfaos de maes que faleceram de causas relacionadas a aids. A fim de avaliar a
diversidade genotipica do HIV-1 no caso index (mae) e no filho, estes pacientes foram
divididos em trés grupos. O primeiro grupo foi composto das 29 maes HIV'/aids (Grupo
A). As criangas ¢ adolescentes HIV'/aids (n=56) foram distribuidos nos Grupos B e C,
indicando o grupo dos filhos das maes incluidas no estudo (n=29) e o grupo das
criancgas/adolescentes analisadas isoladamente (n=27), respectivamente. O Fluxograma 1

representa um resumo da metodologia empregada em nosso estudo.

Os pacientes foram recrutados no periodo entre Maio e Outubro de 2003, com base na
demanda espontanea do servigo de atendimento médico ambulatorial do Hospital Dr. Anuar
Auad/Hospital de Doengas Tropicais/SUS (HAA/HDT/SUS) de Goiania-GO, centro de
referéncia do centro-oeste no tratamento da infec¢ao pelo HIV/aids. Todos os pacientes
tinham diagnostico confirmado de infecgdo pelo HIV-1 e estavam sob acompanhamento

clinico e laboratorial na referida Unidade de saude.
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Fluxograma 1: Desenho experimental do estudo da diversidade genética do HIV-1 em maes

HIV/aids e criangas/adolescentes infectados.

Recrutamento
HAA/HDT/SUS
Goiania-GO
Maio - Outubro/2003

Maies HIV /aids (n=29) Filhos infectados pela Criangas/adolescentes
via Vertical (n=29) HIV'/aids (n=27)
Grupo A Grupo B Grupo C

Sangue Periférico / EDTA
Sml

Extragdo DNA gendmico
Multiplex PCR: env /gag
Nested PCR env e Nested PCR gag
HMA env e HMA gag

Caracteristicas Epidemiologicas,

Clinicas, Imunoldgicas e Virais
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Os principais critérios de inclusdo foram: maes e criancas/adolescentes com diagndstico
confirmado de infeccdo pelo HIV-1. O diagnéstico da infecgao pelo HIV-1 nas maes e
criangas acima de 2 anos de idade foi realizado por meio de teste sorologico (ELISA -
“Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”) para HIV-1/2, conforme recomendado por
portaria n°488/98 do Ministério da Saude. As criancas menores de 2 anos foram
diagnosticadas mediante a realiza¢do de testes de quantificagdo do RNA viral plasmatico
(PCR, NASBA, b-DNA). Os testes de diagnodstico da infec¢do pelo HIV-1 nos pacientes
eram realizados no Laboratério Central do estado de Goids (LACEN-GO), em Goiania-GO.

No grupo de criancas/adolescentes foram incluidos pacientes de 1 a 13 anos de idade.

Apds a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido pelas maes ou
responsaveis legais, foram colhidos 5ml de sangue venoso periférico em tubo vacutainer-
EDTA (Becton & Dickinson, San Jose —CA, USA). As amostras eram imediatamente
divididas em duas aliquotas (1mL) de sangue total ¢ uma de plasma (1mL) e estocadas a —
70°C no “Laboratorio de Imunologia da Aids e da Hanseniase”, no Instituto de Patologia
Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goids. Este estudo foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa Humana e Animal do HDT/HAA/SUS (Anexo A).

B. Dados Epidemioldgicos e Clinicos

Os dados epidemiologicos e clinicos dos pacientes envolvidos no estudo foram obtidos
mediante revisdo sistematica dos prontudrios médicos arquivados no HAA/HDT/SUS.
Foram incluidos dados sobre origem (naturalidade e procedéncia), caracteristicas socio-

econdmicas, via de infecgdo pelo HIV-1, gestagdo/parto. Dados relativos a comportamentos
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de risco das maes e de seus parceiros sexuais, tais como multiplicidade de parceiros,
histéria de uso de drogas injetaveis, existéncia de parceiro sabidamente infectado pelo HIV-
1, dentre outros, foram compilados. Foram registradas também as principais manifestagdes
clinicas associadas a infec¢ao pelo HIV-1. Os pacientes foram classificados pelos clinicos
responsaveis em sintomaticos (aids) ou assintomaticos (infectados pelo HIV), de acordo
com os critérios adotados pelo Ministério da Satde (FUNASA 2002). A fim de tentar
relacionar diversidade genética do HIV-1 com a area geografica da qual o paciente era
proveniente, énfase especial foi dada a origem dos participantes. O Anexo B apresenta o

modelo do questionario utilizado para a coleta dos dados dos pacientes.

Os dados laboratoriais dos pacientes, representados pelas contagens de linfocitos T CD4"
(LTCD4") e quantificagdes da carga viral plasmatica, foram obtidos nos prontudrios
médicos no HAA/HDT/SUS. A contagem dos LTCD4" no sangue periférico dos pacientes
foi realizada por citometria de fluxo (FACSCount; Becton & Dickinson, San Jose, CA).
Diferentes metodologias foram empregadas para a quantificagdo da carga viral plasmatica:
PCR em transcrito reverso do RNA viral ou “Reverse Transcriptase Polymerase Chain
Reaction” - RT-PCR (Amplicor HIV-1 monitor assay;, Roche Molecular Systems,
Branchburg, NJ), NASBA ou “Nucleic Acid Sequence Based Amplification Assay”
(NASBA; Organon Teknika, Boxtel, The Netherlands) e b-DNA ou “branched-DNA” (Teste
Versant HIV 3.0 bDNA — Bayer Health Care ). Tanto as contagens de LTCD4" quanto as

quantificagdes da viremia plasmatica foram realizados no LACEN-GO.

Contagens de LTCD4" foram utilizadas para a avaliagdo da condi¢do imunoldgica dos

pacientes no momento do nosso estudo. Foram considerados valores normais de LTCD4": >
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500 células/UL para adultos e criangas com idade superior a 6 anos; > 1.000 células/pL para

criangas com idade entre 1 e 5 anos e >1.500 células/pL para criangas com menos de 1 ano
de idade. Alteragdo imunologica grave, compativel com imunodeficiéncia grave, foi
definida de acordo com a faixa etaria: adultos e criangas acima de 6 anos de idade
contagens de LTCD4" < 200 células/uL; criangas de 1 a 5 anos de idade contagens de
LTCD4" < 500 células/pL; criangas menores de 1 ano de idade contagens de LTCD4" < 750
células/pPL, segundo estabelecido nas “Recomendagdes para Terapia Anti-Retroviral em
Adultos e Adolescentes Infectados pelo HIV-1 — 2002/2003” (MS 2002/2003) e no “Guia
de Tratamento da Infec¢ao pelo HIV em Crianga — 2004” (MS 2004). Os pacientes foram
analisados quanto ao uso de anti-retrovirais no momento do estudo, e os esquemas
terapéuticos foram categorizados como monoterapia com AZT e terapia combinada,

definida como a combinagao de dois, trés ou mais anti-retrovirais (ARVs).

C. Caracterizacido Genotipica do HIV-1

A determinagdo do subtipo genético do HIV-1 nas regides env e gag do genoma viral foi
realizada empregando-se a técnica de “Andlise da Mobilidade de Heteroduplex” ou HMA
(Heteroduplex Mobility Analysis) (Delwart et al. 1993, Heyndrickx et al. 2000). A
identificacdo do subtipo do HIV-1 foi realizada segundo protocolos do “AIDS Reagent
Program”: “Heteroduplex Mobility Analysis — HIV-1 env Subtyping Kit Protocol version 5”
(Mullins 1995) e “HIV-1 group M gag Heteroduplex Mobility Analysis (HMA) Subtyping
Kit” (Heyndrickx et al. 2002). A técnica foi desenvolvida utilizando-se iniciadores e

plasmideos contendo DNA de cepas de referéncia fornecidos pelo “AIDS Reagent
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Program” do “National Institutes of Health (NIH)/AIDS Research and Reference Reagent

Program, USA”.

Resumidamente, a técnica de HMA consiste de trés etapas: extragdo do DNA gendmico de
Células Mononucleares Periféricas (CMP); amplificagdo do DNA proviral; hibridizacdo de
DNA, ecletroforese em gel de poliacrilamida e identificacdo do subtipo do HIV-1 na

amostra-teste.

C. 1. Extracao, Purificacao e Quantificacio do DNA genémico de CMP

Sangue total (500uL) foi tratado com solugdo de lise de hemadcias (solucdo A: sucrose 1M,
Tris HCI 1M, MgCl, 1M e Triton-X 100). A mistura foi centrifugada a 4000rpm por 15
minutos ¢ as CMP foram lisadas com 1mL de DNAzol (Molecular Research Center Inc.

Cincinatti, Ohio, USA), uma solucdo detergente a base de guanidina.

O DNA gendmico foi precipitado com etanol 100%, resfriado a -70°C durante 1 hora e
centrifugado a 14.000 rpm em temperatura ambiente durante 25 minutos. O precipitado foi,
entdo, lavado duas vezes com etanol 80%, secado a 60°C por 30 minutos e solubilizado em

tampao de Tris-EDTA 1X (Tris HC1 1 M pH 8,0 e EDTA 0,1M).

Para a quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do DNA gendmico extraido foi
determinada a absorbancia em comprimento de onda de 260/280nm (GeneQuant RNA/DNA

Calculator - Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, England) em amostra diluida 1:20

em agua ultrapura (Milli-QU - Milli-Q Academic, Gradient, Biocel Synthesis, Sdo Paulo,
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Brasil). De acordo com as recomendagdes do protocolo para HMA, foi utilizada uma

concentracao minima de 1ug de DNA gendmico por reagdo de amplificacao.

C. 2. Amplifica¢ido do DNA proviral

Na etapa de amplificacio do DNA proviral foi utilizada inicialmente a modalidade
“Multiplex-PCR”, na qual fragmentos da regido env e gag sdo gerados simultanecamente
mediante PCR que emprega pares de iniciadores para ambas as regides. Nesta primeira
etapa da amplificagdo sdao utilizados pares de iniciadores que amplificam uma regido do
DNA proviral mais extensa. Em seguida, para gerar quantidade suficiente de copias do
DNA proviral de cada regido, realiza-se uma segunda etapa de PCR (“Nested PCR”). Nesta
segunda etapa, realizamos amplificacdo separadamente para a regido env e para gag,
utilizando pares de iniciadores que amplificam uma regido menor de DNA, localizada
internamente em relacdo a primeira. Os plasmideos contendo as cepas de referéncia sao
amplificados somente uma vez, com os pares de iniciadores empregados na “Nested PCR”.
Desta forma, a etapa de hibridizagdo de DNA (amostra-teste + cepa de referéncia) para a

identificagdo do subtipo do HIV-1 emprega fragmentos de comprimentos semelhantes.

C.2.1—“Multiplex-PCR”

Consiste na realizagdo da primeira etapa de amplificacdo das regides env e gag,
simultaneamente, segundo descrito a seguir:

Agua Milli-QO .o 31,1puL

Tampao de PCR 10X com MgCl, 15mM ....... 5,0uL

Mistura de ANTPs 25mM...............ooeeeennn. 0,4uL
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EDS Spmol.......ccoooiiiiii 2,0uL

ED12 5pmol ..ccoviieiieieieeceeeeeee e 2,0puL
HIP202 Spmol .....ccooeviiiiiiiiiiiieieeeeeee, 2,0uL
HIG777 S5pmol .....ooovieiiiiieiiiicieeee 2,0uL
Taq DNA polimerase SU ........cccceceevvrenneenenne 0,5uL
AMOSITA ..evieeniiieeiiie et e e SpL
Volume final ........cccooovieeiiiieiieeeeee e, S50upL

A mistura de dNTPs (desoxinucleotideos trifosfato) continha 25mM de cada ANTP (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP). Na primeira PCR para a regido env, foram empregados os iniciadores
EDS5 (5°-ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG-3) e EDI2 (5’-AGTGCTTCCTGCT
GCTCCCAAGAACCCAAG-3’), que amplificam um segmento de DNA de
aproximadamente 1,25 Kb, correspondente a regidao V1-V5 da gpl20 (coordenadas em

relacdo ao genoma do HIV-1uxg: - Genebank accession number K03455).

Na primeira PCR para a regido gag, foi empregado o par de iniciadores H1P202
(5’-CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT-3’) e H1G777
(5’-TCACCTAGAACTTTGAAT GCATGGG-3’), amplificando um fragmento de 1,1Kb,
compreendendo a regido que codifica desde o aminoécido 16 da p24 até o aminoacido 33 da
protease, em relagdo ao isolado ELI do HIV-1 do grupo M (Genebank accession number
K03454). A PCR foi realizada em termociclador (Perkin Elmer - GeneAmp PCR Systems

2.400, Connectcut, USA) utilizando o seguinte programa: 1 ciclo 94°C 2 minutos; 35 ciclos
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94°C 15 segundos, 55°C 30 segundos, 72°C 60 segundos; 1 ciclo 72°C 7 minutos; 4°C
indeterminado.

C. 2.2 —“Nested PCR” para a regido Env

A segunda etapa de amplificacdo do gene env empregou:
Agua Milli-Q0 ..o, 79,3UL

Tampao de PCR 10X ¢/ MgCl, 15mM ......6,7uL

Mistura de ANTPs 25mM ............ccveeneee. 0,5uL
ED31 5pmol ...ccvveiieiiieieeeeeeee 4,0uL
ED33 5pmol ...oooeiiiiiiiiieeee 4,0uL
Taq DNA polimerase SU ........cccceceeviennene 0,5puL
Produto da 1? etapa de amplificacio ......... 5,0pL
Volume final .........ccceevvievienciiiniieieeene, 100pL

O par de iniciadores ED31 (5-CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG-3’) e
ED33 (5-TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC-3’) amplificam um fragmento de
aproximadamente 500pb compreendendo a regido variavel V3 e as adjacentes C2 e C3 da
gpl120. Quando ndao houve amplificacdo, foi utilizado o par de iniciadores ES7
(5’-TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCTAGC-3’) e ES8
(5’-CAGGAA  ACAGCTATGACCCACTTCTCCAATTGTCCCTCA-3’)  (protocolo
NIH/AIDS Research and Reference Reagent Program — HMA env). Utilizou-se o seguinte
programa de amplificagdo: 3 ciclos 97°C 1 min., 55°C 1 min., 72°C 2 min.; 32 ciclos 94°C

45 seg., 55°C 1 min., 72°C 2 min.; 1 ciclo 72°C 10 min.; 4°C indeterminado.
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C.2.3 —“Nested PCR” para a regido Gag

A segunda etapa de amplificacdo do gene gag empregou:
Agua Milli-QO ..o, 68,5uL

Tampao de PCR 10X ¢/ MgCl, 15mM .... 16,7uL

Mistura de ANTPs 25mM .........ccccceennennee. 0,8puL
H1Gagl584 10 pmol ......ccccvvevieeiieiiennns 4,0uL
gl7 10pmMOl ... 4,0uL
Taq DNA polimerase 5U ..........cceeeneennee. 1,0ulL
Produto da 1? etapa de amplificacéo ......... 5,0pL
Volume final ........c.coooovveeviiieieececee 100pL

Os iniciadores H1Gagl1584 (5’-AAAGATGGATAATCCTGGG-3’) e gl7 (5-TCCACATT
TCCAACAGCCCTTTTT-3") amplificam um fragmento de cerca de 460pb correspondente
a regido que codifica desde o aminoacido 132 da p24 at¢ o aminoacido 40 da p7, no
genoma do isolado ELI. O par de iniciadores HGHMAS822 (5’-GCTTTCAGCCCAGAAGT
AATACC-3’) e gl7 foi utilizado na segunda PCR quando a amostra ndo foi amplificada
pelos iniciadores anteriormente descritos. A amplificacdo em termociclador foi realizada
com a seguinte programacao: 1 ciclo 94°C 2 min.; 35 ciclos 94°C 30 seg., 50°C 30 seg.,

72°C 90 seg.; 1 ciclo 72°C 7 min.; 4°C indeterminado.

C. 2.4 — PCR para Cepas de Referéncia / Plasmideos

As seqiiéncias de referéncia (env e gag) inseridas em plasmideos de DNA, na concentracao

de 10ng/pL em Tris HCl 10mM (pH 7,4) e EDTA 0,ImM (pH 8,0), foram amplificadas
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com os iniciadores empregados na “Nested PCR”. Para a HMA env utilizamos cepas de
referéncia representando os subtipos genéticos mais prevalentes no Brasil: B (B1, B2, B3),
C (C1, C2), D (D1, D3) e F (F1, F2). Para a subtipagem do HIV-1 na regido do gene gag,

utilizamos as cepas de referéncia B (B1, B2, B3), C (C1, C2), D (D1, D2) e F (F1, F2).

C. 2.5 — Eletroforese em gel de Agarose 1%

O produto da segunda etapa de amplificacdo das amostras-testes e da amplificacdo dos

plasmideos eram aplicados no gel de agarose 1% (GIBCO — Life Technologies, USA) em
uma mistura contendo SPL de material amplificado + 2UL do corante marcador da corrida

(sacarose 40% e Xileno Cianol 0,2%) + SPL de dgua Milli-QLJ. Em cada gel, era utilizado
um padrio de peso molecular (/00bp DNA Ladder, GIBCO — Life Technologies, USA). A
corrida eletroforética era realizada em cuba horizontal (Horizon 11-14 and 25-25 Gel
Electrophoresis Apparatus, GIBCO — Life Technologies, USA) durante 1hora a 100V (Bio-
RAD Power Pac 300, USA), em tampao TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA, GIBCO — Life
Technologies, USA) com Brometo de Etidio 0,005% (50uL/L de tampao). O gel era
analisado sob luz ultravioleta a 310nm de comprimento de onda (FOTO/Prep I Preparative
DNA Transilluminator — Fotodyne; Hartland, USA) e a visualizagdio de bandas
fluorescentes, em torno de 500pb do padrio de peso molecular, era interpretada como

resultado positivo na amplificagdo.

C. 3. Analise da Mobilidade de Heteroduplex (HMA)

A HMA ¢ uma técnica de triagem molecular que permite a identificagdo do subtipo viral do

HV-1 mediante andlise da mobilidade eletroforética de hibridos de DNA em gel de
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poliacrilamida 5%. Os hibridos sdo gerados a partir da mistura de seqiiéncias de DNA do
HIV-1 de amostras-testes com seqiliéncias de DNA de cepas de referéncia (cepas de subtipo
conhecido). Inicialmente a mistura ¢ aquecida a 94°C, promovendo a desnaturagdo das
duplas fitas de DNA, seguida de rapido resfriamento, que provoca o reanelamento das fitas.
No reanelamento hd a formagdo de “homoduplex”, representados pela recomposicao das
duplas fitas originais, e dos “heteroduplex” ou hibridos de DNA, formados pelo anelamento
de fitas heterdlogas. Quanto maior a homologia genética entre as seqiiéncias de DNA
reaneladas, maior a capacidade de migragdao no gel. Portanto os “homoduplex” exibem
maior migracdo eletroforética que os “heteroduplex”. Os ‘“heteroduplex” com maior
homologia na seqiiéncia de nucleotideos exibem maior mobilidade eletroforética que
aqueles geneticamente mais distantes. Assim, analisando-se as mobilidades eletroforéticas

dos diferentes hibridos ¢ possivel identificar o subtipo do HIV-1 na amostra-teste.

C. 3. 1 — Hibridizacao

Aliquotas de SpL da amostra + 1,1YL de tampao de anelamento 10X (NaCl 1M; Tris HCI

100mM pH 7,8; EDTA 20mM) eram dispensadas em tubos contendo as diferentes cepas de

referéncia (SYL). Como controle da diversidade intrinseca de cada amostra, esta era

analisada também individualmente. A mistura era aquecida a 94°C durante 2 minutos e

imediatamente resfriada em banho de gelo por 10 minutos. A mistura era acrescida de 3pL

do corante marcador da corrida e entdo aplicada no gel de poliacrilamida.

C. 3. 2 — Preparo do gel de Poliacrilamida 5%

Solu¢do estoque de Acrilamida /Bisacrilamida ................. 8,3ml

TBE 10X (Tris-Borato-EDTA 10X) .....cooivriiiniiiniieenne 5,0ml
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APS (Persulfato de AmoOnia) .........cccceeevevveenciieenciieenieeeen. 50mg
TEMED (N,N,N’,N’-TetraMethylEthyleneDiamine) ............ 33ul

Agua Milli-Q qSP weveoveeeeeeeeeeeeeeeeee e 50ml

A solugdo estoque de Acrilamida/Bisacrilamida era preparada a 30% em Acrilamida e 0,8%
em Bisacrilamida, em agua Milli-QJ. O TBE 10X concentrado era preparado a partir de
acido borico 5,5%, Tris-base 10,8%, 40mL de EDTA 0,5M pH 8,0 e agua Milli-QU
suficiente para 1000mL. Para a subtipagem genética em gag, o gel era preparado com Uréia
20% (Invitrogen —Life Tech, CA, USA). Amostras apresentando perfis de migragdo
eletroforética com subtipos B e D semelhantes na HMA gag eram analisadas em gel de
poliacrilamida a 30% em uréia. O gel era polimerizado durante 60 minutos em placas de
vidro de 16¢cm de altura X 19,5cm de largura (placa anterior) € 19cm de altura X 19,5¢cm de

largura (posterior), espacadores de 1,5mm de espessura e pentes com 20 dentes.

C. 3. 3 — Identificacdao do Subtipo Viral

A eletroforese era realizada em cuba vertical (V16-2 Vertical Gel Apparatus, GIBCO — Life
Technologies, USA) durante 2,5 horas a 250V (Bio-RAD Power Pac 300, USA) em TBE
1X. Para HMA gag em gel de poliacrilamida com 30% em uréia e HMA env com amostras
amplificadas com o par de iniciadores ES7/ES8 era desenvolvida corrida eletroforética
durante 3 horas, a 250V. Na HMA gag era realizada uma pré-corrida de 15 minutos a 250V

antes da aplicagdo das amostras, conforme orientagdo do protocolo. O gel era corado

através da imersao em TBE 1X com Brometo de Etidio 0,005% (50uL/L), durante 20

minutos. A mobilidade dos heteroduplex era analisada sob luz ultravioleta a 310nm de
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comprimento de onda (FOTO/Prep I Preparative DNA Transilluminator — Fotodyne;
Hartland, USA). Os resultados das corridas eletroforéticas eram registrados com camera
digital (DC 290 Zoom KODAK Digital Camera, Rochester, NY, USA), as fotos eram
analisadas com o programa — /D Image Analyses Software Windows Limited Edition,

version 3.5, NY, USA e arquivadas no Laboratorio de Imunologia da Aids e da Hanseniase,

IPTSP/UFG.

D. Analise Estatistica

O banco de dados do estudo foi construido com o programa EpiData 3.0 (The EpiData
Association, Odense, Dinamarca). Foi utilizado o programa EPI Info 6.04 (CDC
Epidemiology Program Olffice, Atlanta, USA & WHO Global Programme on AIDS,
Geneva, Switzerland) para calculos de freqiiéncias, médias e medianas das principais
variaveis. Analise exploratoria foi utilizada para os valores de contagens de LTCD4" ¢
carga viral plasmatica no momento do estudo. Grafico de caixas foi empregado para
representar as distribuigdes dos valores de LTCD4" e carga viral dos diferentes grupos de
pacientes. Valores de carga viral acima ou abaixo do limite de deteccdo da técnica foram
assumidos como os valores maximo ou minimo, respectivamente, para fins de célculos da
mediana. O programa SPSS 8.0 (“Statistical Package for Social Sciences” - USA) foi

utilizado nas analises.
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V —RESULTADOS

Foram estudadas amostras do HIV-1 de 85 pacientes, divididos em trés grupos: 29 pares de
maes HIV'/aids - filhos infectados pela via vertical (Grupos A e B, respectivamente) e 27
criangas ¢ adolescentes HIV'/aids, na maioria 6rfaos de maes que faleceram de causas

relacionadas a aids (Grupo C).

A. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS

Grupo A - Maes HIV'/aids

Este grupo incluiu mulheres HIV*/aids diagnosticadas ainda jovens, a maioria delas, 19/23
(82,6%), com baixo nivel de escolaridade (4-5 anos) e grande parte (67,9%) sem ocupacao
definida no mercado de trabalho. A grande maioria das maes (93,1%) foi diagnosticada
tardiamente, apos o parto do filho avaliado neste estudo. A Tabela I descreve as principais

caracteristicas deste grupo.

O contato heterossexual representou a via predominante de exposi¢do ao HIV-1 para as
pacientes. Em 6/28 casos foram observados relatos de outros fatores de risco para infeccao
pelo HIV-1, além do sexual: 1 caso de uso de drogas injetaveis e histéria de
hemotransfusdo; 1 caso com relato de uso de drogas injetaveis e 4 casos com histéria de
hemotransfusdo. Foram considerados comportamentos de risco para as maes: multiplos
parceiros, parceiro sexualmente promiscuo, parceiro HIV'/aids e parceiro usuario de drogas

injetaveis. Para 58% das maes (17/29), a existéncia de parceiro sexual sabidamente
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HIV*/aids foi o relato mais comum. Entre os 17 parceiros HIV'/aids, 11 (64,7%) eram
usuarios de drogas injetaveis. Grande parte das pacientes (51,7%) tinha parceiro fixo e

6,9% eram vilivas de parceiros que faleceram de aids.

Tabela I — Caracteristicas epidemioldgicas do grupo de maes HIV'/aids (n=29).

Maes (n=29) n (%)

Idade atual em anos
mediana (variagao) 28 (20-41 anos)

Numero de Gestagdes

1 07 (24)

>2 22 (76)
Quimioprofilaxia para TV*

uso de AZT gestagao/parto 02 (6,9)

sem profilaxia 27(93,1)
Categoria de Exposi¢ao

sexual 28 (96,6)

ignorado 01 (3,4)
Procedéncia

Goiania e cidades do entorno 16 (55,2)

interior de Goids 13 (44,8)

* transmissio vertical

A maioria das pacientes (55,2%) era procedente da capital Goidnia ou cidades do entorno
(Aparecida de Goiania e Trindade) e o restante era proveniente de diferentes cidades do
interior do Estado, dispersas pelas distintas regidoes: Central (02 casos), Noroeste (02 casos),

Sul (03 casos) e Sudoeste (06 casos).
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Grupo B - Filhos de Mies HIV*/aids infectados pela via Vertical

Este grupo era composto de 29 criangas HIV'/aids com mediana de idade de 5 anos e
predominio do sexo masculino (Tabela II). Ao diagnostico, a mediana da idade destas
criangas era de 1 ano, variando de menos de 1 ano completo a 9 anos de idade. A maioria
das criangas nasceu por parto normal e apenas trés pacientes (10,3%) tinham relato de
intercorréncia durante o parto, representada por sangramento ou bolsa rota por tempo
prolongado. O peso das criangas ao nascimento variou de 2.245 a 4.000 gramas, com
mediana de 3.100 gramas. A grande maioria dos pacientes (93,1%) nasceu no Estado de

Goias; um paciente nasceu em Manaus-AM e outro nasceu em Sobradinho-DF.

Grupo C - Criancas/Adolescentes infectados pelo HIV-1

As criangas/adolescentes deste grupo (n=27) tinham mediana de idade de 8 anos. No
momento do diagndstico, apresentavam entre menos de 1 ano completo e 12 anos de idade
(mediana de 2 anos). A maioria foi infectada por transmissdo perinatal do HIV-1. Uma
crianca hemofilica foi infectada por sangue/hemoderivados contaminados pelo HIV-1,
provavelmente em margo de 1990 na cidade de Anéapolis/GO. Um menina de 9 anos, filha
de mae soronegativa para o HIV-1 e sem historia de hemotransfusdo, ndo tinha categoria de
exposicdo esclarecida. A maioria das criangas/adolescentes do grupo (85,2%) nasceu em
Goids. Quatro de 27 pacientes nasceram em diferentes Estados do pais: 01 do Tocantins, 01
de Sao Paulo, 01 do Espirito Santo e 01 do Maranhdo. Na Tabela II estdo descritas as

principais caracteristicas epidemioldgicas destes pacientes.
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Tabela II — Caracteristicas epidemiologicas das criangas/adolescentes HIV'/aids (n=56).

Filhos de Maes HIV*/aids

(n=29)

Idade Atual em anos

Mediana (variagao) 5(1-12)

Sexo
masculino 19 65,5
feminino 10 34,5
Tipo de parto
normal 14 53,8
cesariana 12 46,2

AZT ao nascimento

sim 02 6,9

nao 27 93,1
Aleitamento materno

sim 20 87

ndo 03 13
Exposicao

perinatal 29 100

parenteral - -

ignorado - -
Procedéncia

Goiania/entorno 14 483

interior de Goias 13 448

outro Estado 02 6,9

Criangas/Adolescentes
HIV*/aids (n=27)

n %
8 (2-13)

14 51,8
13 482
13 59,1
09 40,9
02 7.4
25 92,6
16 94,1
01 5.9
25 96,2
01 3,8
01 01
15 55,6
08 29.6
04 14,8

0,127

0,211

0,211

0,329

0,473

0,146
0,219

a

b

* Teste Exato de Fisher.

a— Valores de p para a comparacdo entre as variaveis Goiania/entorno e interior de Goias.
b — Valores de p para a comparagdo entre as varidveis Goias (Goiania/entorno+interior) e outro estado.
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Embora muito semelhantes, os Grupos B e C foram mantidos assim discriminados a fim de
permitir analises sobre a diversidade genotipica do HIV-1 nos pares de transmissao

materno-infantil (Grupos A e B).

B. CaractEerisTicas CLiNicas, IMUNOLOGICAS E VIRAIS

Grupo A - Maes HIV/aids

No grupo de maes HIV*/aids, 23/29 (79,3%) eram casos de aids. As manifesta¢des clinicas
associadas a infeccdo pelo HIV-1 mais comuns neste grupo foram a moniliase oral e

pneumopatias (pneumonia por Prneumocystis carinii, pneumonias bacterianas, tuberculose).

No momento do estudo, a mediana das contagens de LTCD4" das pacientes era de 428
células/pL, variando entre 124 e 908 células/UL. Apenas 01/28 paciente apresentava
contagens de CD4" compativeis com imunodepressdo (LTCD4" < 200 cels/pL). Duas de 29
pacientes (6,9%) ndo tinham nenhum registro de avaliagdo do numero de LTCD4'". A

Figura 1 apresenta a distribuigdo das contagens de LTCD4" deste grupo de pacientes.

A mediana da viremia plasmatica das pacientes era de 2,8 logio no momento do nosso
estudo, variando de 1,7 a 5,2 logjo (Figura 2). Para 04/29 pacientes (3,8%) ndo havia
registros de carga viral disponiveis. A maioria das pacientes (69%) estava sob terapia anti-

retroviral combinada no momento do estudo.
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Figura 1 — Grafico de caixas da distribuigdo das contagens de LTCD4" segundo os grupos
de pacientes analisados (n=83), no momento do estudo. Os tragcos horizontais superior e
inferior correspondem, respectivamente, ao maior ¢ menor valores da distribuicdo. As
caixas representam o percentil 50 e as linhas atravessando as caixas correspondem as
medianas. Os valores dispares sdo assinalados com circulos.

As criancas na faixa etaria entre 1 ¢ 5 anos de idade deste grupo (51,7%) apresentavam

mediana das contagens de LTCD4" de 900 células/UL (variagdo de 505 — 2.640 cels/UL),

sendo que 53,3% apresentavam contagens de LTCD4" abaixo do esperado para a faixa

etaria (valores de referéncia para esta faixa etaria - LTCD4" > 1.000 cels/plL). Entre as

criangas maiores de 5 anos de idade, 35,7% apresentavam contagens de CD4" abaixo do
esperado (valores de referéncia — LTCD4" > 500 cels/pIL) e uma tinha contagem abaixo de
200 células/UL, valor este compativel com imunodepressdao. A mediana da contagem de

LTCD4" destas criangas era de 622 células/ UL variando entre 176 ¢ 2.355 células (Figura

1.
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A mediana da carga viral plasmatica das criangas com idade entre 1 ¢ 5 anos de idade era de
4,2 log)o (variando de 1,7 a 5,7 logio) e entre as com 6 anos ou mais, 3,7 log;o (variando de
1,7 a 5,4 logio) (Figura 2). A grande maioria destes pacientes (96,6%) estava sob terapia
anti-retroviral combinada e apenas uma crianca ndo havia iniciado a terapia até o nosso

estudo.
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Figura 2 — Gréafico de caixas da distribuicdo dos valores de viremia plasmatica segundo os
grupos de pacientes analisados (n=81). Os tracos horizontais superior e inferior
correspondem, raspectivamente, ao maior ¢ menor valores da distribuicdo. As caixas
representam o percentil 50 e as linhas atravessando as caixas correspondem as medianas.

Grupo C - Criancas/Adolescentes infectados pelo HIV-1

A maioria destes pacientes (85,2%) era caso de aids. As criangas na faixa etaria entre 1 ¢ 5
anos (29,6%) ¢ ntavam contagen< de T TCD4" variando entre 775 ¢ 2.395 células/pL,
com mediana dentro dos valores normais (1.150 cels/dL). Trés criangas (37,5%)

apresentavam contagens de LTCD4" abaixo do esperado para a faixa de idade. Entre as

criangas maiores de 5 anos, embora a mediana da contagem de LTCD4" fosse de 603

células/pL (variacao de 82 — 1.160 cels/UL), considerado valor normal esperado para a faixa

etaria, 47% destas criangas tinham contagens abaixo deste valor e dois casos (7,4%)

indicavam quadros de imunodepressdo (LTCD4" < 200 cels/pL) (Figura 1).

A mediana da viremia plasmatica nos dois subgrupos de criangas era de 3,9 logo, variando
de 2,6 a 4,6 logio, nos pacientes com idade entre 1-5 anos, e de 1,7 a 5,0 logio, naqueles
acima dos 5 anos (Figura 2). No momento do estudo, 25/27 (92,6%) estavam sob

tratamento anti-retroviral em esquemas combinados.

Observamos que as pneumopatias, principalmente as pneumonias bacterianas de repeticao,

foram a manifestacdo clinica mais comum entre todas as criangas/adolescentes. Infecc¢des
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oportunistas graves também foram relatadas, como pneumonia por P. carinii, tuberculose

pulmonar e extrapulmonar, toxoplasmose ocular e moniliase esofagiana.

C. DiversIDADE GENOTIPICA NO GENE ENV DO HIV-1

Foram analisadas 85 amostras de DNA proviral extraido de células mononucleares
periféricas de pacientes infectados pelo HIV-1, para a verifica¢do do subtipo viral na regido
C2-V3-C3 do gene env do HIV-1. Em 97,6% das amostras (83/85) foi possivel amplificar a
regido do gene env empregando os pares de iniciadores ED5/ED12 e ED31/ED33. Para os
casos negativos, foi possivel amplificar uma das amostras com o par de iniciadores

ES7/ESS, utilizados na segunda etapa de amplificacao.

Identificamos o subtipo do HIV-1 na regido env em 83/84 amostras testadas por HMA
frente ao painel de cepas de referéncia. Em 01/84 das amostras analisadas, embora
tenhamos obtido material amplificado na etapa de PCR, conforme visualizagdo de banda
apos a eletroforese em gel de agarose, ndo foi possivel determinar o subtipo do HIV-1 por

HMA env. Todas as amostras identificadas (97,6%) pertenciam ao subtipo B do HIV-1.

Nos pacientes dos grupos A e B (pares maes/filhos), comparamos os perfis eletroforéticos
das amostras do HIV-1 em gel de poliacrilamida 5%. As amostras de mae e filho foram
aplicadas em uma mesma placa, permitindo comparagdo dos perfis de migracao

eletroforética. Grande parte das amostras de maes e filhos analisadas apresentou perfis
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eletroforéticos semelhantes (52%), com mesmo subtipo do HIV-1 nos dois membros
(Figura 3A). Entretanto, num subgrupo de pares maes/filhos, também com o mesmo subtipo
do HIV-1, observamos perfis eletroforéticos distintos (48%) (Figura 3B). Em 23,8% das

amostras foi necessaria a realizagdo de uma nova andlise para a identificacdo do subtipo

viral.
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Figuras 3A ¢ B — HMA env com amostras do HIV-1 de pares filho/mée exibindo perfis de migragdo
eletroforética semelhantes (A) e diferentes (B), em gel de poliacrilamida 5% corado com brometo de etidio.
As bandas alinhadas na regido proxima ao meio do gel so DNA de fita simples; as bandas alinhadas na
extremidade inferior representam os homoduplex e as dispersas pelo gel sdo heteroduplex, gerados pelo
pareamento de DNA da amostra-teste com as diferentes cepas de referéncia.
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D. DiversiDADE GENOTIPICA NO GENE G4G Do HIV-1

As 85 amostras analisadas quanto a diversidade genética do HIV-1 no gene env foram
testadas também em gag, na regido que codifica desde o aminoacido 132 da p24 até o
aminodcido 40 da p7. Utilizando-se os pares de iniciadores HI1P202/H1G777 e
H1Gagl584/g17, obtivemos amplificacdo em 82/85 amostras (96,5%). Duas amostras

foram amplificadas com os iniciadores alternativos (HGHMAS822 e g17).

Na grande maioria das amostras (83/85; 97,6%) o subtipo do HIV-1 foi identificado na
regido de gag, indicando predominancia do subtipo B (70/83; 84,3%). Outros subtipos do
HIV-1 também foram encontrados na regido de gag: 01 par mae/filho (2,4%) com subtipo C
(Figura 4) e 09 amostras (10,8%) (04 pares maes/filhos ¢ 01 crianga HIV") com subtipo F
(Figura 5). Seis de 84 amostras (7,1%) apresentaram perfil eletroforético compativel com
B/D e foram testadas em gel de poliacrilamida a 30% em uréia, sendo que 02 amostras (mae
e filho) mantiveram o perfil B/D e 04 foram identificadas como subtipo B. Dezesseis das 84
amostras (19%) que apresentaram resultado inconcluso por HMA tiveram que ser

analisadas novamente, sendo que apenas 01/84 amostra permaneceu nao identificada.

Nos pares maes e filhos com um mesmo subtipo do HIV-1 na regido de gag, observamos

perfis eletroforéticos semelhantes em 65,4% das amostras (Figura 6A) e 34,6% com perfis

eletroforéticos diferentes (Figura 6B).
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FILHO MAE
Figura 4 — HIV-1 do subtipo C, identificado por HMA gag em gel de poliacrilamida 5% corado com brometo
de etidio em amostras do HIV-1 de par filho/mae. As bandas alinhadas na regido préxima ao meio do gel sao
DNA de fita simples; as bandas alinhadas na extremidade inferior representam os homoduplex e as dispersas
pelo gel sdo heteroduplex.

DNA fita simples

Heteroduplex

Homduplex

| BI Cl C2 DI F2 -] | Bl B2 B3 ClI C2 DI D2 Fl P2 -]
FILHO MAE

Figura 5 — HIV-1 do subtipo F, identificado por HMA gag em gel de poliacrilamida 5% corado com brometo
de etidio em amostras do HIV-1 de par filho/mae. As bandas alinhadas na regido préxima ao meio do gel sdo
DNA de fita simples; as bandas alinhadas na extremidade inferior representam os homoduplex e as dispersas
pelo gel sdo heteroduplex.
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Figuras 6A ¢ B — HMA gag com amostras do HIV-1 de pares filho/mae exibindo perfis de migragdo
eletroforética semelhantes (A) e diferentes (B), em gel de poliacrilamida 5% corado com brometo de etidio.
As bandas alinhadas na regido proxima ao meio do gel sio DNA de fita simples; as bandas alinhadas na
extremidade inferior representam os homoduplex e as dispersas pelo gel s@o heteroduplex, gerados pelo
pareamento de DNA da amostra-teste com as diferentes cepas de referéncia.
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E. REesumo DA DIvERSIDADE GENOTIPICA EM ENV/GAG

Todas as amostras de HIV-1 estudadas foram identificadas em pelo menos uma regido do
genoma viral, env ou gag. Oitenta e uma amostras (95,3%) foram identificadas
simultaneamente nas duas regides do genoma do HIV-1 investigadas, env e gag, sendo 28

provenientes de maes HIV*/aids e 53 de criangas/adolescentes infectados.

O subtipo B*"/B** foi o predominante, presente em 84% (68/81) das amostras classificadas
por HMA. As outras 13/81 amostras (16%) apresentaram um padrdo genotipico hibrido,
com subtipos diferentes detectados em env e em gag: obtivemos 09/13 amostras com perfil
Be"/F#% (04 pares maes/filhos HIV'/aids e 01 crianga orfa); 02/13 amostras B*""/C5% e 02/13
B“"/BD#*, obtidos em um par mae/filho cada. Todas as amostras de maes ¢ filhos
HIV'/aids apresentaram o mesmo subtipo, em env e em gag. As amostras com perfil
genotipico hibrido tiveram os resultados confirmados. A Tabela III apresenta os resultados

da subtipagem por HMA.

Amostras de HIV-1 com perfis genéticos puros e hibridos foram analisadas quanto a
diversas varidveis, para investigar possivel associacdo. Nao observamos nenhuma
correlagdo significativa entre padrao genético viral e categoria de exposi¢do ao HIV-1,

idade, sexo ou condic¢do clinica dos pacientes.

Foi observada correlagdo estatisticamente significante (p=0,049) entre subtipo viral e
procedéncia dos pacientes. As amostras com perfil genético hibrido eram, na grande

maioria (92,3%), de pacientes procedentes do interior do estado de Goids. Apenas 01/09
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amostra com perfil B*"/F#* era de paciente de Goiania-GO. Todas as amostras de pacientes
provenientes de outros estados (Amazonas, Tocantins, Maranhao, Espirito Santo, Sao Paulo

e Distrito Federal) foram identificadas como subtipo B nas regides env e gag.

Tabela III - Diversidade do HIV-1 nas regides env e gag do genoma viral entre os pacientes
estudados (n=81).

Diversidade Grupo A Grupo B Grupo C Total Geral
env/gag (n=28%) (n=29) (n=24*%*) (n=81)
B™/B&e 22 (78,6%) 23 (79,3%) 23 (95,8%) 68 (84%)
Bev/Fee 04 (14,3%) 04 (13,8%) 01 (4,2%) 09 (11%)
Bev/Ce 01 (3,6%) 01 (3,4%) - 02 (2,5%)
B*"/BD#* 01 (3,6%) 01 (3,4%) -—- 02 (2,5%)

* 01 amostra ndo amplificada por PCR na regido de gag.

** (01 amostra ndo amplificada em env e 02 com subtipo indefinido - HMA env (01) e HMA gag (01).

No grupo de maes, todas as amostras com perfil genotipico hibrido (6/13) relacionavam-se
a exposicao heterossexual. Entretanto, em 02/04 casos de infecgdo com HIV-1 B*"/F#e
havia relato de uso de drogas injetaveis pelos parceiros sexuais das pacientes. Em um destes
casos, havia ainda historia de uso de drogas ilicitas pela paciente, como cocaina, merla,
maconha. Nos outros 02/04 casos, havia relato de multiplos parceiros sexuais por parte das
pacientes. Nos casos com HIV-1 B™/C#¢ e B™/BD®** ndo encontramos relatos de

comportamentos de risco.

VI - DISCUSSAO
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Para entendermos o mapeamento molecular do HIV-1 no Brasil devemos considerar a
grande extensdo territorial do pais e as enormes diferencas regionais observadas entre suas
cinco regides geograficas. Além disto, diante da concentracdo de dados sobre a
epidemiologia molecular do HIV-1 nas regides sul e sudeste, esfor¢cos devem ser
concentrados na caracterizagdo genética do HIV-1 em outras regides brasileiras. Estes
dados sdo extremamente importantes para o monitoramento da dindmica da introdugdo e
disseminagdo de diferentes formas genéticas do HIV-1 no pais. Embora as implicagdes
clinicas da diversidade do HIV-1 sejam desconhecidas, os diferentes subtipos t€m impacto
para os testes de diagnostico e de deteccdo da viremia plasmatica e podem ser importantes
para o desenvolvimento de vacinas (UNAIDS 1997b, Gaschen et al. 2002, Morgado et al.

2002, Thomson et al. 2002b).

Nosso estudo avaliou a diversidade genotipica do HIV-1 em 85 pacientes recrutados no
centro de referéncia regional para diagndstico e tratamento da infeccdo pelo HIV-1,
Hospital Dr. Anuar Auad/HDT/SUS de Goiania/GO. Os pacientes foram categorizados em
trés grupos: pares de maes HIV'/aids e filhos infectados pela via vertical (Grupos A ¢ B,
respectivamente) e criangas/adolescentes infectados (Grupo C). O subtipo do HIV-1 nas
regides env e gag do genoma viral foi identificado empregando-se a Analise da Mobilidade

de Heteroduplex (“Heteroduplex Mobility Analysis” - HMA env e HMA gag).

Embora o seqilienciamento seja considerado o “padrdo ouro” para a caracterizagdo de
genomas virais, esta metodologia ¢ laboriosa e cara, o que limita sua aplicagdo no
monitoramento da distribuicdo dos subtipos de HIV-1 em paises em desenvolvimento. A

Analise da Mobilidade de Heteroduplex - HMA - para a regido env, descrita no inicio da
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década de 90, surgiu como uma importante ferramenta alternativa para a subtipagem do
HIV-1 (Delwart et al. 1993, Heyndrickx et al. 1998). A HMA ¢ considerada uma técnica
sensivel, confidvel, de menor custo operacional e relativamente aplicdvel em larga escala.
Além disso, tem sido implementada com sucesso pela UNAIDS em diversos paises em
desenvolvimento para avaliar a diversidade genética do HIV-1 (Sawadogo et al. 2003).
Nosso estudo mostrou a aplicabilidade desta técnica para triagem molecular do HIV-1, em

um contexto no qual o seqiienciamento automatizado ainda nao esta disponivel.

Os nossos resultados da triagem molecular do HIV-1 por HMA env e HMA gag em maes,
criangas e adolescentes HIV'/aids indicaram nitida predominancia do HIV-1 subtipo B em
ambas regides, sendo que 84% das amostras analisadas apresentaram o padrao B™/ B,
HIV-1 subtipo B foi o unico subtipo “ndo-hibrido” identificado entre estes pacientes.
Desde meados da década de 90, varios estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV-1
no Brasil em pacientes das regides norte, nordeste e em especial da regido sudeste indicam
predominancia do subtipo B, responsavel por ~85% dos casos de infeccdo pelo HIV-1
(Morgado et al. 1994, Galvao-Castro et al. 1996, Morgado et al. 1998, Bongertz et al. 2000,

Vicente et al. 2000, Morgado et al. 2002, Gadelha et al. 2003).

A maior prevaléncia do subtipo B no Brasil pode indicar vantagem seletiva ou um efeito
fundador, ja que o subtipo B parece ter sido o primeiro introduzido no pais. Apesar do HIV-
1 subtipo B predominar em paises industrializados como os EUA e em paises do oeste
europeu, em escala global representa apenas 12% dos isolados (Takebe et al. 2004).

Uma variante genética do subtipo B denominada B”, que difere do subtipo B classico por

apresentar no topo da alga V3 da gp120 o motivo GWGR, ao invés de GPGR, foi descrita
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no Brasil no inicio da década de 90 (Potts et al. 1993, Morgado et al. 1994). Esta variante
B” do HIV-1 foi identificada pela primeira vez no estado de Goias em 1998 em um grupo

de criangas infectadas pela via vertical ( Alvares Junior 1999).

Em decorréncia da possivel importancia da regido env, que codifica a gpl120, para o
desenvolvimento de vacinas, os primeiros estudos enfocaram a diversidade do HIV-1 nesta
regido. Porém mais recentemente, outras regides do genoma do HIV-1 como gag, pol e nef
tém sido também investigadas por grupos brasileiros (Guimardes et al. 2002b, Gadelha et

al. 2003, Machado et al. 2004a e b, Pereira et al. 2004).

O HIV-1 do grupo M, responsavel pela pandemia global de aids apresenta varios subtipos:
A-D, F-H, J e K. Além disto, 16 formas recombinantes intersubtipos (“CRFs - Circulating
Recombinant Forms™) responsaveis por microepidemias foram descritas. Mais
recentemente um numero crescente de formas recombinantes intersubtipos de HIV-1 tem
sido descritos. Atualmente considera-se que as chances de deteccdo de novas formas
hibridas do HIV-1 sejam maiores do que as chances de se descrever formas puras ainda
desconhecidas (Los Alamos 2005). Neste contexto, a descricio de HMA para outra regido
do genoma viral, gag, representa uma possibilidade de se estender a subtipagem por HMA

para duas regides genéticas distintas do HIV-1, env e gag (Heyndrickx et al. 2000).

Segundo Heyndrickx e colaboradores (2000), a realizacdo simultinea de HMA para as
regides env e gag apresenta a grande vantagem de possibilitar a identificagdo de genomas
recombinantes do HIV-1. Ainda, a detec¢do de HIV-1 com perfil genotipico hibrido, ou

seja, apresentando subtipo na regido env diferente do subtipo da regido gag, ¢ fortemente
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sugestiva de recombinagdo intersubtipos. Entretanto, nestes casos se pode descartar a
possibilidade de co-infeccdo com diferentes subtipos do HIV-1 e estudos de
seqiienciamento e andlise filogenética sdo indicados (Ngjera et al. 2002, Thomson et al.

2002b).

O emprego simultaneo em nosso estudo de HMA env e HMA gag nos permitiu identificar
HIV-1 com padrao hibrido em um percentual consideravel de amostras de maes e
criancgas/adolescentes infectados. HIV-1 com perfil genotipico hibrido, constituido de pelo
menos dois subtipos virais diferentes, foi detectado em 16% dos casos. Os diferentes
padrdes hibridos foram observados: BS"/F#¢, B™/C#¢ ¢ B™/BD#%, E interessante ressaltar
que todas as amostras de HIV-1 analisadas apresentaram subtipo B na regido env e as outras

variantes de HIV-1, subtipos F, C e D, foram detectados na regido gag.

Dentre as amostras identificadas com perfil hibrido, observamos predominio do perfil B/
F#¢, presente em 11% dos pacientes. Nossos resultados diferem da maioria dos estudos
sobre a diversidade genética do HIV-1 realizados no Brasil, nos quais o subtipo F ¢ descrito
como a segunda variante mais prevalente, representando 10 a 15% dos casos. Além disto
recombinantes B/F sdo relatados numa propor¢cao menor de casos (<1%) (Morgado et al.
2002, Machado et al. 2004a). Entretanto, ¢ importante destacar que na maioria destes
estudos a diversidade genética viral era analisada em apenas uma regido do genoma, o que
indica que a prevaléncia de HIV-1 recombinante poderia estar subestimada. Machado e
colaboradores (2004b), analisando amostras do HIV-1 de criangas da regido sudeste,
obtiveram 21% de isolados com subtipos discordantes nos genes da protease e da

transcriptase reversa, sendo que a maioria destes eram recombinantes B/F.

56



Embora haja uma aparente auséncia do subtipo F puro, ou seja, F*/ F#*%, no estado de
Goids, estudos anteriores indicaram a presenga do subtipo F por HMA env realizado em
pacientes co-infectados com Mycobacterium tuberculosis (Ferro 2000) e gestantes (Stefani
et al. 2000). Como nestes estudos anteriores a diversidade genética so foi avaliada em uma

regido do genoma, ndo foi possivel inferir sobre formas recombinantes de HIV-1.

Em Goias, o primeiro estudo que avaliou a diversidade genética do HIV-1 em duas regides
do genoma viral (env e gag) em maes HIV'/AIDS, empregando a técnica de HMA,
encontrou predomindncia de HIV-1 subtipo B (~86%), com o restante das amostras
apresentando perfil hibrido B*“/F#¢ (Alcantara, 2003). Estudo recente em pacientes
HIV'/aids co-infetados com Mycobacterium leprae indicou predominancia do HIV-1 do

subtipo B*"/B#%, seguido de formas recombinantes B*"/F&*¢ (Pereira et al. 2004).

Comparando-se com outros estados brasileiros, a maior propor¢do de HIV-1 B/F
encontrada em Goids sugere que a epidemia de aids na regido centro-oeste talvez apresente
maior semelhanga com o perfil da diversidade do HIV-1 descrito na Argentina. Neste pais,
a epidemia de aids ¢ caracterizada principalmente pelo subtipo B e diversos recombinantes
B/F, principalmente a CRF12_BF, com aparente auséncia do subtipo F puro. Varios estudos
tém apontado a presenca destes recombinantes na América do Sul desde 1986-1987 (Carr et

al. 2001, Gomes-Carrilo et al. 2002, Thomson et al. 2000, Thomson et al. 2002a).

Nosso estudo € o primeiro a descrever HIV-1 com perfil hibrido B/ C#* em pacientes do

estado de Goias, e no centro-oeste. Esta variante foi identificada em um par mae/filho,
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procedente da cidade de Jatai, interior de Goids. A crianca foi diagnosticada aos 7 anos de

idade, com contagem de LTCD4" de 413 células/pL e viremia plasmatica de 4,3 logjo. No

momento do estudo, cerca de 1 anos apos o diagndstico, esta crianca tinha contagem de

LTCD4" de 176 células/pL, indicando imunodeficiéncia grave, embora com carga viral

mais baixa (3,9 logio). A mae da crianga tinha contagem de linfocitos T CD4" bastante

baixa no momento do diagnostico (232 céls/L), mas apresentava este parametro dentro da

normalidade no momento do estudo.

Anteriormente, Stefani e colaboradores (2000) identificaram o subtipo C em uma gestante
proveniente da regido sul do Brasil, onde este subtipo ¢ mais freqlientemente encontrado,
principalmente em pacientes de Porto Alegre/RS, diferindo substancialmente das outras
regides geograficas do pais (Martinez et al. 2002, Soares et al. 2003b). Soares e
colaboradores (2003a) demonstraram uma marcante heterogeneidade na distribuicdo dos
subtipos do HIV-1 na cidade de Porto Alegre, com prevaléncias praticamente iguais de
isolados B (45%) e C (40%), presenca do subtipo F (12%) e recombinantes B/D (1,5%) e
B/F (1,5%). Estudo de seqiienciamento de recombinantes C*"/B#* ¢ B*"/C#* em amostras
das regides sul e sudeste do pais confirmam a participacdo ativa de diferentes formas
recombinantes na epidemia de aids do Brasil (Guimardes et al. 2002a). Globalmente, o
subtipo C ¢ a forma genética do HIV-1 mais prevalente, representando 47% dos casos

(Takebe et al. 2004).

Embora o subtipo D puro ndo tenha sido encontrado em pacientes de Goias, este foi

primeiramente descrito no Brasil em um paciente do Rio de Janeiro (Morgado et al. 1998,
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Tanuri et al. 1999). Apesar da grande homologia genética entre os subtipos B e D, este
subtipo foi detectado em um par mae/filho proveniente de Faina/GO por HMA gag em
eletroforese em gel de poliacrilamida com 30% de uréia. Apesar de estudos de
seqiienciamento serem importantes para esta confirmagdo, nossos resultados sugerem que,
ainda que numa propor¢ao limitada de pacientes, o subtipo D parece circular em pacientes

do Estado de Goias.

Dados sobre a diversidade genotipica do HIV-1 em criancas no Brasil sdo escassos. Alvares
Junior (1999), estudando casos de aids pediatrica no estado de Goids por HMA env,
identificou subtipo B em todas as amostras analisadas. Em uma coorte de gestantes
HIV'/aids e filhos expostos ao virus, realizada na cidade de Goiania-GO, observou-se um
caso de transmissdo perinatal do HIV-1 e subtipo B*"/B#* foi detectado na mae e no filho
(Alcantara 2003). Recentemente, em coorte de 133 criancas infectadas pelo HIV-1 no
estado do Rio de Janeiro, o seqiienciamento de 2 fragmentos da regido pol, responsaveis por
codificar a transcriptase reversa e a protease, indicou predominio do subtipo B, 6,8% de
subtipo F e 20,3% de recombinantes (F/B, D/F, C/B, D/B, B/F), com um aumento na

freqliéncia destas formas hibridas a partir de 1990 (Machado et al. 2004a).

Analisando-se simultaneamente amostras do HIV-1 do caso fonte (maes HIV'/aids) e da
crianga infectada durante gestacdo, parto, aleitamento, observamos que o mesmo subtipo
genético foi detectado em todos os pares de transmissdo vertical. Yang e colaboradores
(2003) em um estudo com pares de transmissdo materno-infantil do HIV-1 avaliaram a
diversidade genética em fragmentos dos genes env e gag por meio de seqlienciamento.

Subtipos discordantes em env e em gag foram considerados sugestivos de recombinagdo
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intersubtipos, quando o mesmo perfil foi observado em ambos os membros do par
mae/filho. Nossos resultados, indicando os mesmos subtipos na mae e no filho, reforcam a
possibilidade de transmissdo perinatal de virus recombinantes. No entanto, o
seqiienciamento de regides mais extensas do genoma viral € o mapeamento do sitio de

recombinacao sao necessarios para a definicdo do recombinante (N4ajera et al. 2002).

Observando o perfil eletroforético das amostras dos pares mae/filho, padrdes eletroforéticos
semelhantes foram observados em 52% dos resultados de HMA env e em 65% de HMA
gag, o que ¢ compativel com a menor variabilidade da regido gag quando comparada com
regido env (Takebe et al. 2004, Los Alamos 2005). Em um subgrupo de amostras de pares
mae/filho, embora tenhamos encontrado os mesmos subtipos, observamos perfis

eletroforéticos diferentes entre as amostras.

Embora a HMA seja uma técnica de triagem, estas diferencas na formagao de heteroduplex
podem refletir variagdes genéticas das populagdes virais materna e da crianga, surgidas em
decorréncia de forgas seletivas diversas agindo em cada hospedeiro, como resposta imune e
uso de anti-retrovirais. Além disso, estas diferengas podem indicar selecdo na transmissao
das cepas pela via vertical. Varios fatores parecem interferir na transferéncia perinatal do
HIV-1, tais como fendtipo viral, resposta imune materna, carga viral materna ao parto e
fatores obstétricos (tempo de trabalho de parto, intercorréncias durante o parto), os quais
poderiam resultar em divergéncias nas quasispecies virais de maes e filhos, e finalmente
colaborar para os diferentes perfis eletroforéticos observados (Wolinsky et al. 1992,

Dickover et al. 2001, Renjifo et al. 2003, Verhofstede et al. 2003).
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A maioria de nossas amostras com perfil genético hibrido (92,3%) pertenciam a pacientes
de diferentes cidades do interior do Estado de Goias: B*"/C#* de Jatai; B*"/F** de Mineiros,
Neropolis, Rio Verde e Trindade; B*/BD#** de Faina. Apenas uma amostra, com perfil
B*"/F#*¢, era procedente de Goidnia. A distribuicdo destes casos sugere uma disseminacao
destes perfis genéticos virais (provaveis recombinantes) pelo interior do estado de Goias,
podendo refletir diferentes episodios de introdugdo destes possiveis recombinantes em
diferentes regidoes do estado. Sabe-se que viagens e os padroes de migracao das populacdes
contribuem para a disseminagdo da diversidade genética do HIV-1 (Perrin et al. 2003).
Analisando amostras do HIV-1 de criangas ¢ adolescentes nascidos em outros estados do
pais (Amazonas, Tocantins, Maranhdo, Espirito Santo, Sdo Paulo e Distrito Federal)

observamos que todas eram do subtipo B, tanto na regido env quanto em gag.

Obtivemos alta eficiéncia de amplificacdo e deteccao do subtipo do HIV-1. Dentre as 85
amostras testadas, o subtipo do HIV-1 foi detectado em pelo menos uma regido do genoma.
Por razdes ignoradas, algumas amostras (2/85; 2,4%) nao foram amplificadas em uma das
duas regides investigadas, env ou gag. Outras duas amostras, embora amplificadas por
PCR, ndo tiveram subtipo identificado e devem ser avaliadas por HMA com outras cepas de
referéncia. Além disto estudos de sequénciamento deverdo contribuir para esclarecer estes
casos. Além da baixa viremia ou imunossupressao grave (baixa contagem de LTCD4+),
outros fatores inerentes a amostra (mutacao na regido do genoma investigada, subtipo viral
muito divergente, presenga de fatores inibidores de amplificacdo) podem comprometer a

analise (Mullins 1995).

61



Estudos prévios sobre a diversidade genotipica do HIV-1 em pacientes do Estado de Goids
foram realizados em diversos subgrupos populacionais: gestantes/maes HIV'/aids, criangas
infectadas pela via vertical e pacientes co-infectados com Mycobacterium tuberculosis ou
com Mycobacterium leprae (Alvares Janior 1999, Ferro 2000, Stefani et al. 2000, Alcantara
2003, Pereira 2004). Os resultados deste trabalho vém contribuir para o conhecimento da
diversidade genética do HIV-1 em pacientes da regido Centro-Oeste, confirmando o
predominio do subtipo B*"/B#*¢ seguido de formas hibridas B"/F&*%, B*"/C&*¢ ¢ B™/BD*#*,

estas ultimas sugestivas de eventos de recombinagdo genética intersubtipos.
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VII - CONCLUSOES

A utilizacdo da HMA env associada a HMA gag na subtipagem de amostras do HIV-1 de

pares de maes HIV'/aids - filhos infectados pela via vertical e de criangas/adolescentes

infectados da cidade de Goiania-GO, permitiu detectar:

)

HIV-1 padriao B*"/B#* predominante entre as amostras testadas (84%), e Gnica forma

genética ndo-hibrida;

Formas genéticas hibridas foram a segunda variante mais prevalente (16%);

Dentre os hibridos, a grande maioria tinha perfil B*"/F#¢ (11%). Aparente auséncia de

subtipo F puro;

A elevada propor¢io de padrdes genotipicos hibridos, sugestivos de formas
recombinantes do HIV-1, corrobora resultados anteriores que apontam a forma B*"/F#*

como a segunda mais prevalente no Estado;

Primeiro estudo a detectar a presenca de possiveis recombinantes B*"/C#% (2,5%) e

B/BD#* (2,5%) em nossa regido, indicando que provavelmente outras formas

genéticas do HIV-1 estdo circulando entre os pacientes do estado de Goias.
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