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RESUMO

O HIV desenvolve grande diversidade genética (DV) como consequência do escape

imune. Análise do HIV durante a infecção recente demonstra sequências relativamente

homogêneas genotipicamente e fenotipiçamente. O objetivo deste trabalho foi descrever a

DV do ]ljlV-l enfie homens vs. mulheres. Foram analisadas cinco amostras de homens e

cinco de mulheres, ambos com infecção regente peia H]V-] . Foi extraído DNA píovim] e

amplificado por PCR com diluição limitante final para assegurar-se que os amplicons

fossem originados de uma única molécula de DNA (clone), sendo obtidos cinco clones de

cada amostra. A região V3 da gpl 20 foi seqtienciada e as seqÍlênçias de nucleotídeos foram

alinhadas, traduzidas em aminoácidos e feita ãlogenia. Foi calculada a DV entra-paciente e

estimado o índice de substituições sinõnimas e não sinõnimas (DS/DN). Foi detectada

pequena DV, coníimtando a homogeneidade tanto nos homens como nas mulheres (<1%) e

o valor da taxa Ds/Dn foi <1. A filogenia demonstrou segregação dos clones em

determinados ramos da árvore üilogenétiça. Os dados indicam que não existem importantes

diferenças na população de vírus transmitidos entre mulheres e homens com relação à DV

do laV-l na região V3 de brasileiros infectados pelo }W-l clade B.
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ABSTRACT

Molecular studies show that although -EHV-l genetic diversity is very small during

primary infection (bottleneck transmission), viruses evolve ater time presenting a

cumulativo genetic diversily of 1%/year. A recent study conducted in A6ica suggested that

viruses present in primaíy infection in women are more heterogeneous than in men. The

objectivo ofthis study was to describe the HIV genetic diversity in recently infected males

and females in Brazil. Five samples &om each males and females were analysed. PuriHled

DNA were subjected to end point PCR for V3 region and sequenced. The analyzes ofthe

alignment indicated that there was no genetic diversity in sequentes during tais period of

infection, çoníímung the homogeneity in both mala and female simples (<1%), and dS/dN

vague was <1 . Phylogenetic analyzes showed segregation ofclones in specifíc branches of

the trem. We concluded that there were no important diHerences in transmitted viruses

present in men and women, and a bottleneck does occur in these clade B infected Bmzilian

group.
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1-INTRODUÇÃO

1.1-11istói'ico do lllV-l

A relação da Síndrome da Imunodeütçiência Adquirida (AIDS) com um retrovírus

foi observada em 1983 por pesquisadores do Instituto Pasteur (B,ERRE-SINOUSSI ef a/.,

1983), que isolaram um vírus a partir do linfonodo de um homem com lin6oadenopatia

persistente. Como o aumento de linfonodo era comum em várias infecções virais, muitos

médicos suspeitavam que essa linfoadenopatia fosse resultado da infecção por vírus

humanos conhecidos, tais como, o «rus Epstein-Barr (EBV) ou Citomegalovírus (CMV).

Ademais, este vírus compartilhava muitas das características com os vírus da leucemia de

células T humanas, o HTI.V e foi, portanto, classi6cado entre o grupo de retrovírus

(BARRE-SINOUSSI ef a/., 1 983).

No início de 1 984, foi relatado o isolamento de um retrovírus humano, diferente do

HTLV-l e 11, denominado HTLV-lll (GALLO ef a/., 1984; POPOVIC e/ a/., 1984;

S.ARNGADH.Ali..f\N ef aZ., 1984; SCHUPBACH er a/., 1984). Este vírus foi isolado de

células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes com AIDS. As

propriedades linfotrópicas e citopáticas do vírus coram percebidas e relatou-se a reação

cruzada do HTLV-lll çom algumas proteínas do H'lT,V-l e nTtV-ll particulamiente a

proteína do capsídeo p24 (GALLO ef a/. , 1 984).

LEVY e/ a/. (1984), isolaram um retrovírus, que denominavam ARV (Vírus

Associado à AIDS), a partir de pacientes com A]DS pertencentes a diferentes grupos de

risco conhecidos, sintomáticos e assintomáticos. A constatação do ARV em indivíduos

assintomáticos indicou a existência do estado de portador para o vírus da AIDS. O ARV

l



mostrava reação cruzada com a cepa LAV (BRU) üancesa, em ensaios de

imunoíluorescência (LEVY ef a/., 1984) e também replicava em culturas de PBMC, com

ação çitolítica sobre linfócitos CD4. Portanto, os três retrovírus, isolados quase

simultaneamente, tinham características similares. A infecção por estes vírus, como

descrito em 1 984, não estava limitada a pacientes com A]DS, pais foram isolados também

de pacientes com outras condições clínicas, como linfoadenopatias.

Em pouco tempo, os três vírus(LAV, lITLV-ljl e ARV), foram reconhecidos como

membros de um mesmo grupo de retrovírus e classificados como lentivírus. Entretanto, em

1 986 o Comité Internacional de Taxonomia dos Vírus recomendou que fosse dado ao vírus da

A]DS o nome de Vírus da ]munodeülciência Humana- HIV (COFFIN ef a/., 1 986) por este

possuir propriedades distintas do HTLV.

O HIV-l foi subsequentemente isolado do sangue de vários pacientes com diversas

formas evolutivas da AIDS, bem como, de células mononucleares de sangue periférico de

indivíduos sãos. A difusão e transmissão desse agente foram estudadas e sua associação

com a .AIDS e doenças relacionadas foi comprovada de forma irrefutável(ll,EVY ef a/.

1 985b; SALAHUDDIN ef a/., ] 985).



1.2-Estrutura vii'al

O HIV-l é classificado de acordo com sua morfologia, organização gen

caíáter patogénico como pertencente à sub-família !entiviridae (COFFIN, 1992).

A estrutura viral de um lentivirus é esférica çom diâmetro aproximado de 100Hm

com nucleoçapsídeo cilíndrico no interior do envoltório derivado da membrana celular do

hospedeiro. Intimamente ao nucleocapsídeo, encontra-se o genoma viral formado por duas

fitas simples de RNA , não segmentadas e polmidade positiva. (B.ERRE-SINOUSSI ef a/.,

1993)

O HIV é um vírus envelopado, como os demais retrovims, com uma memorana

lipídica originária da membrana extema da célula hospedeira, contendo 72 capsõmeros

fomlados por (trímeros ou tetrâmeros) de glicoproteínas do envelope. O envelope é

fomlado pelas gp120 e gp41, ambas derivadas da glicoproteína precursora gp160.

(}ELDERBLOM e/ a/., 1 988; McCLUNE eí a/., 1 988; OZEL ef a/., 1988; PINTER ef a/.,

1 989; EARL ef a/,, 1 990; WEISS ef a/., 1 990). A gpl 20 é uma glicoproteína de superâcie e

a gp41 é uma proteína transmembrânica, responsáveis pela ligação do vírus na célula

hospedeira CD4 e nos ço-receptores, presentes na membrana celular dos linfócitos T

auxiliares e macrófagos (DENG ef a/., 1 996).

Intimamente à membrana, localiza-se a matriz proteica formada pela proteína pl 7,

essencial para a integridade do viriam(GELDERBOLM e/ aZ., 1 989; GENDELMAN eí a/.,

1989). A porção extema da gp41 e parte da p17 também reagem çom anticorpos

neutralizantes (SARIN ef a/., 1986; Cj]iANH ef aZ., ]986; NA'FLOR e/ a/., 1987;

DALGLEISH ef a/., 1 988).

omica e
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1.3- Organização Genâmica

O gene gag codifica a proteína p55 precursora da proteína que comia a çapsídeo

viral p24, a proteína de matriz p17 e outras que compõem o nuçleocapsídeo viral p6/p9

(RATNER e/ a/.,, 1985). Uma vez no sítio de formação da partícula viral, o precursor gag

facilita o empacotamento de outros componentes virais. O precursor gag tem a habilidade

de se associar çom outras poliproteínas, bem como com gaglPo/ via ligações não

çovalentes, pré-requisito para formação do vídon e é responsável pelo empacotamento do

RNA genâmico viral através da pare do NC da poliproteína que interage com a

extremidade 5' do genoma viral, onde está localizado o sinal de empacotamento do ácido

nnr'lótpa

A proteína precursora codificada pelo gene po/ é clivada em produtos que irão

constituir as enzimas virais; transçriptase reversa (RT), integrase (ll9 e protease (PR). A

transcriptase reversa é uma enzima capaz de copiar o RNA viral em uma dupla âta de

DNA, além de ter atividade de RNAse H necessária no processo da síntese do DNA

proviral. A integrase insere a cópia do DNA proviml no genoma da célula hospedeira,

6omlando o provírus. A protease cataliza a 6omtação da estrutura de um novo vírus

clivando a poliproteína formada no anal do processo. (VARMUS & SWANSTROM, 1 985;

PANGANBAN & FIORE, 1 988).

O gene elzv codifica a gp do env , gpl 60 que é composta da gp120 e gp 41 e gl

(LUCIW & LEUNG. 1992; McCUNE ef a/., 1 988). Dentre os genes acessórios estão

41
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1) gene /af que codifica a primeira proteína de regulação. Za/ é um tmnsativador

viral potente, essencia] para a rep]icação vime /n vida e ín vivo (SHERIDAN ef a/., } 991 ).

2) gene i'ev codiHlca a proteína de regulação denominada Rev, essencial para

replicação vinil. Essa proteína agua após a transcrição. Promove o transporte das moléculas

de RNAm do núcleo para o citoplasma. Atum na tradução no citoplasma e na razão entre o

RNAm processado e não processado, através da ligação nos Elementos de Resposta a Rev

(RRE) nas poliproteínas transcritas (CULLEN & GREENE, 1989; POMERANTZ ef a/.,

1992)

3) gene negcodiüim a proteína citoplasmática NeC que se liga à superfície intima da

membrana plasmática. Esta proteína não é essencial para a íeplicação viral. Nef reduz o

nível da expressão do receptor CD4 na superfície das células, inibindo a re-infecção das

células e facilitando a disseminação do vírus (DELASSUS ef a/., 1991). Outros dados

sugerem que a /zegpossa aumentar a atividade de Êatores de transcrição, como NF- Kappa

B, facilitando a replicação do vírus diretamenü, através do LTR (CULLEN, 1994;

JANVIER ef a/., 2000). Demonsüou-se que vírus cam o gene neg delegado são menos

virulentos (LEARMONT el a/., 1995).

Os genes de expressão tardia ÜÜ'e lpzz dão origem a duas proteínas, com os mesmos

nomes. Vifhcilita a transmissão do HIV, aumentando a infectividade das partículas de l OO

a 1000 vezes, mas não é absolutamente essencial para a replicação viral. Vpu aumenta a

taxa de liberação do vírus da célula infectada, facilitando a maturação e montagem do vírus.

Vpu não está presente no FllV-2 e no SIV (Vírus da Imunodeficiência do Símio)

(JAN'VIER e/ a/., 2000).

6



O IUIV-2 e o SIV codiãcam ainda outras proteínas acessórias. O gene vpr codifica a

proteína Vpr, não essencial pam a sua replicaçao fn varro, o que parece aduar precocemente

dumnte o ciclo viral como um tmnsativador caco do LTR do ]llllV e de outros promotores

(GIBBS & DESROSmRS, 1 994).

Figura- 2 Estrutura genõmica do H]V- l



1.4- Ciclo Replícativo

Os relrovírus são vírus RNA que, através da enzima DNA polimerase RNA

dependente (üansçriptase reverso), são capazes de copiar seu genoma RNA em uma alta

dupla de DNA e integrar-se ao genoma da cé]u]a hospedeira (BALT]MORE, 1 970; TEMIN

& MUUTANI, 1970).

O HIV inicia o processo de infecção através da interação com os receptores CD4

presentes na superfície de macrófagos, monócitos, células da microglia, células dendríticas

e especialmente linfócitos, e também com co-receptores como CCR5. Tal ligação induz

mudanças que expõem a região V3, resultando na exposição da gp4 1 que possui o peptídeo

de fusão responsável pela interação entre o envelope viral e a membrana celular

(CLAPHAN, ] 997). Após a fusão, o material genético do HIV é liberada no interior celular

prosseguindo com a transcrição reversa, que é a síntese de uma fita de DNA, usando o

RNA como molde, e mtalisada pela enzima tíansçriptase reversa. Em seguida, o DNA é

transportado e integrado ao núcleo da célula hospedeira, pela ação da enzima integrase, e

passa ser denominado próvirus. Esse próvirus pode pem)anecer na fomla latente por muitos

anos bem como dar continuidade ao ciclo de replicação.(HO ef a/., 1 995).

Uma ativação das células hospedeiras resulta na transcrição do DNA viral em RNA

mensageiro, o qual é traduzido em proteínas virais que darão origem a novas partículas

virais. Entre essas proteínas está & protease necessária pam processar outras proteínas em

suu fomias fiincionais. Uma vez produzidas, vão regular a síntese de novos genomas virais

e formar a estrutura externa de outros vírus que são liberados pela célula hospedeira.

O viriam recém-fomlado é libemdo para o meio circulante da célula hospedeira,

podendo pemlanecer no fluído extracelular ou infectar novas células.

8
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1.5-])iversidade genética do lllV

Desde que os primeiros isolados de HIV foram estudados quanto às sequências

nucleotídims, veriãcou-se uma alta diversidade genética entre os mesmos (CLAVEL ef a/. ,

1986; COFFIN eí a/., 1986). Esta diversidade foi observada não somente entre isolados

virais de pacientes em regiões geográficas distintas, como também entre isolados de

pacientes de uma mesma região. As análises de isolados virais obtidos de um mesmo

indivíduo ao longo de um período de infecção e mesmo daqueles obtidos em um

detemiinado ponto da infecção também demonstraram uma alta taxa de variação entre os

mesmos (DIAZ ef a/., 1 997).

Uma população heterogênea de IUV, mas que possui vírus com características

gerais comuns e que inÊeçta um detemiinado indivíduo é denominada quasispécie.

Quasispécie seria uma mistura heterogênea de vírus com genomas relacionados, posto que

a população se originou de um ancestral comum, onde cada genoma vinil difere do outro

em decorrência da evolução deste vírus no hospedeiro.

Os mecanismos que contribuem para a diversidade genética do HIV são os de

replicação do genoma viral; esses mecanismos incluem: pontos de mutação, hipermutação:

inserção, deleção e recombinação intmgênica. (DIAZ RS; BUSCH MP.2001).

O acúmulo da diversidade genética do HIV em um detemiinado indivíduo resulta

principalmente da taxa de erros da transcriptase rwersa. Esta taxa de erros é cerca de

1,7x10'+ por base inco@orada por ciclo de replicação.A taxa de fixação do erro é de

aproximadamente 2,5x10's (MANSKY ef aZ., 1995).O acúmulo da diversidade genética

também é decorrente do alto índice replicativo do vírus, que é da ordem de laia novos vírus

por dia (HO ef a/., 1 995).

A variabilidade genética do HIV pode ser observada ao longo do genoma deste



vírus como um todo. No entanto, algumas regiões limitadas dentro deste contexto

genâmico experimentam mais altas taxas de variação, apresentando uma velocidade de

evolução mais acelerada. A análise da região do envelope (env) , mais especiüçamente da

gp 1 20, demonstrou de maneira mais efetiva estes altos níveis de divergência entre isolados

virais. Além disso, pôde scr observada UHâ variação diferencial entre blocos de seqúênçias

desta mgião, os quais foram denominados constantes (Cl-C5) e hipervariáveis (VI - V5),

sendo que estas últimas experimentam um alto grau de variação de suas sequências

(MYERS ef a/., 1995).

Análises dos genes do envelope (e/zv) e do nuçleocapsídeo (gag) do HIV-l de

diferentes regiões do mundo revelaram que os isolados do }HV-l se agrupam em pelo

menos dois grupos principais denominados de M (do inglês M4or, ou principal) e de O (do

inglês Outlner, ou destacado do grupo)(GURTLER eí a/.,1 994). Recentemente, um terceiro

grupo de l-llV-l chamado N (do inglês New, ou novo) foi descrito (SIMON ef a1., 1 998). O

grupo M é o responsável pela maior parte da epidemia, apresenta 1 0 subtipos diferentes(A-

J). Temos ainda as formas recombinantes que circulam ao redor do mundo, com estruturas

bem definidas(PEETERS, 2000).

Estudos realizados principalmente com pacientes shtomáticas revelaram que os

vírus mudam para "escapar' da resposta do sistema imune do hospedeiro(McKEATING ef.

a/., 1 989). O aumento da diversidade genética dumnte o curso da infecção pode também estar

relacionado à progressão da doença .O aumento no número de vírus variantes pode ser um

fatos importante, levando à falência do sistema imune. Teoricamente, o controle da replicação

do HIV-l é perdido quando a diversidade genétim da vírus, dentro do indivíduo infectado,

excede a capacidade do sistema imune do mesmo para responder de comia eficaz. Quando
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esta diversidade atravessa o limiar, ocorre um aumento da viremia, diminuição das células

CD4 e progressão da doença.(NOWAK e/.a/.,1 991 ).

A geração da diversidade genética das sequências do HIV-l está ocorrendo o tempo

todo dentro de cada indivíduo infectado. Entretanto, estudos virológicos de infecção primária

ou recente indicam que o HTV-l nestes pacientes é relativamente homogêneo quanto às

sequências e Êenótipos (ZHANG ef a/.,1993 JV, ZHU 1993 Sçience). Estes estudos indicam

também que a seqtlência nucleotídica do HIV presente no indivíduo recém infectado é

semelhante à seqüência presente no transmissor, o que pode ser denominado como

transmissão seletiva (botteleneck). Embora não estala elmo como esta transmissão seletiva

ocorra, várias hipóteses têm sido propostas.

A primeira hipótese para explicar o fenómeno da tmnsmissão seletiva roga que a

homogeneidade encontrada no receptor da infecção pode repetir uma diversidade da

sequência restrita presente no inóculo do transmissor.Porém, o bato que o vírus transmitido

representa somente uma menor variação no sangue do transmissor contesta conta essa

hipótese (ZHU ei'.a/., 1 993) .Outro modelo propõe, que algumas variantes apresentam uma

vantagem em penetmr a barreira da mucosa do novo hospedeiro. isto poderia explicar não

somente a homogeneidade da seqtlência mas também o fato que o HIV-l isolado durante a

infecção é predominantemente trópico por macróügos e não indutor de sincíoio. Outra

hipótese é que múltiplas variantes de lilV-l penetram no novo hospedeiro mas somente uma

apresenta a capacidade de se tornar umü população predominante devido ás características de

crescimento biológico (amplificação seletiva). Esta hipótese é fiindamentada pela

homogeneidade encontrada em pacientes hemofílicos soroconvertidos que 6omm inoculados

via parenteral com múltiplas variantes de HIV-l(ZHANG ef. a/., 1993). A Última proposta é

que várias cepas são transmitidas mas somente uma predomina após a soroconversão. Outras
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cepas transmitidas, presentes em baixo número de cópias durante a tempo de contágio,

eventualmente se tomam detectáveis após pressão causada pelo sistema imune sobre as cepas

replicantes. Esta hipótese poderia explica como um trabalhador da área da saúde infectado

acidentalmente com um clone de HIV-l demonstrou homogeneidade nos genótipos

encontrados 5 anos após a iníêcção primária (DELWART e/.a/., 1995) (REITZ e/.a/., 1994).

O "bottleneck" ocorre a despeito da via de transmissão (sexual, matemo-fetal ou

parenteral) (WOLINSKY ef. a/., 1992). Foi descrito um caso em que um indivíduo foi

exposto a duas diferentes quasispécies de HIV-l por transfusão a parir de dois diferentes

doadores de sangue , porém , a infecção se estabeleceu somente a partir da quasispécie de um

doador (DIAZ et, al., 1 996). Este caso é um exemplo de "bottleneck", onde houve a seleção

especíõca de uma sequência vinil presente na quasispécie de um e não dos dois doadores da

infecção.

Evidência para a seleção de genomas au "bottleneck" ocomdas durante ou após a

transmissão parenteral, perinatal e sexual tem sido obtida através da comparação das

seqtlências do transmissor e do indivíduo infectado recentemente, e por notável

homogeneidade das sequências presentes nos indivíduos infectados recentemente quando

comparadas à heterogeneidade vistas em indivíduos seropositivos (DIAZ e/. a/., 1 996).

Vários estudos têm sido realizados cam propósito de conHimlar o "bottleneck" em

individuos com infecção regente, de ambos os sexos e na transmissão materno-fetal. Em

estudo realizado por(ZHU ef a/, 1 993) em 5 pacientes soroconveítores o fenótipo viral foi

unifomlemente trópico por macrófagos e não indutor de sincício e os vírus eram

genotipimmente homogêneos dentro de cada paciente. Em dois desses casos, onde os

parceiros sexuais foram estudados, as sequências dos vírus transmitidos se assemelharem

mais às variantes minoritárias presentes no sangue dos transmissores. Também existe uma
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pressão seletiva mais intensa na gp120 do que na gp41, nef e p17, sugerindo que o

mecanismo seletivo está envolvido na transmissão

Em outro estudo realizado foi analisada a distribuição de genótipos distinguíveis

entre mãe e filho para investigar o papel da seleção na tmnsmissão de l-llV-l . As sequências

das regiões V3 e V4-V5 do gene env foram analisadas a partir de três pares de mãe e filho.

Em dois pares, a forma proviml menos 6eqüente encontrada na mãe predominou em seu

filho. Estes resultados demanstmm que, em alguns casos, a variante minoritária do vírus

matemo foi transmitida ao filho(WOLINSK ef a/, 1 992).

ZllIANG e/ a/ 0993) desenvolveram estudo onde RNA viral foi extraído de

plasma de 5 indivíduos durante o período de viremia, antes da soroconversão, nâ infecção

primária com HIV-l e ampliâlcado por reação da polimerase em cadeia. Análise da sequência

de nucleotídeos de DNA amplificado das regiões hipervariáveis V3 e V4 indicou que a

população inicial de vírus de cada indivíduo infectado recentemente foi completamente

homogênm na sequência, confirmando os dados descritos anteriomlente. Nenhuma

variabilidade na amostra foi encontrada dentro os 44,090 nucleotídeos seqtienciados nesta

região do env, contrastando com alto grau de variabilidade nomialmente encontrada em

indivíduos seropositivos. Paralelamente, foi encontrada uma variabilidade substancial no

gene gag, p17 nomlalmente conservado em muitas amostras de soroconversores. A

diversidade na seqtlência da p17 de amostras que foram homogêneas no V3 e V4 pode ser

explicada pela existência de forte seleção para sequência específica no env.

Diferenças nas análises das sequências de nucleotídeos têm sido observadas entre

pacientes homens e mulheres com infecção recente. Em um estudo rwente, (LONG ef a/.,

2000) analisaram as sequências do gene env de homens e mulheres da Aítica com infmção

recente . A çoorte de indivíduos analisados para o estudo foi composta de 10 homens e 32
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mulheres de alto risco que foram monitorados quanto à presença de anticorpos específicos

pam }HV-l,a intervalos de aproximadamente &ês meses. roam analisadas as seqtlências de

três regiões variáveis (VI , V2 e V3) que incluíam detemiinantes para o tropismo viral e

fenótipo do vírus. Foi detectada uma população proviral homogênea em PBMCs, definida

como menos que 1% de diversidade em VI/V2 ou V3 nos homens e uma população viral

heterogénea em 20 das 32 mulheres (63%) examinadas neste estudo.Existem pelo menos três

modelos para explicar a diversidade em mulheres com infecção recente. O primeiro é que a

população diversa do vírus é o resultado de reinÊecção por múltiplos parceiros. Os outros

modelos hipotetizam que:A) as várias cepas distintas de l-llV sejam transmitidas às mulheres

mas não aos homens.B) ou que evoluíram rapidamente a partir de uma única cepa infectante

em resposta à pressão seletiva do hospedeiro. Os dados publicados neste estudo apoiam a

hipótese de que as mulheres são tipicamente infectadas por múltiplas cepas de }HV-l a partir

de seus parceiros, sendo que os homens são mais âeqtientemente infectados por somente um

único genótipo viral.(LONA eí.a/.,2000)

O estudo realizado pelo grupo de Lona ef a/., indica que existem diferenças nos

padrões das viroses transmitidas em homens e mulheres e em virtude destes resultados

encontrados no estudo de LONG e/ a/,, realizado em indivíduos da A&ica, achamos

peüinente confirmar se há presença de diversidade genética ou seleção de genomas

diferenças no padrão em homens e mulheres no Brasil.
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2-OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi descrever a diversidade genética do IHV-l em

indivíduos masculinos e femininos com in6wção recente por este vírus no Brasil.
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3-MATERIAL E MÉTODOS

3.1- Casuística

Foram utilizadas amostras de sangue total para o presente estudo que estavam

disponíveis no Laboratório de Retrovirologia da Escola Paulista de Medicina --Unifesp, São

Paulo-SP e haviam sido identificadas previamente e colhidas em tubos contendo

etilenodiaminotetracetato(EDTA). Estas amostras provinham de cinco pacientes do sexo

masculino e cinco do sexo feminino com soro]ogias positivas para o ]lilV (conÊlrmada

através de ensaio imunoenzimátiço (ELISA) e Westem Blot) do COAS (Centro de

Testagem e Aconselhamento de Santos, São Paulo, Brasil. Estas amostras foram

centrihgadas, separadas em plasma e creme leucocitário("buíly coat"), aliquotadas e

estacadas em âeezer -80'C. Os pacientes que se dispuseram a participar foram informados

em detalhes sobre o estudo e assinaram o TERMO DE CONSENTIMENTO POS-

INFOliMAÇAO. Essas amostras foram prevmmente identificadas como proveniente de

pacientes com infecção regente pelo HIV até 170 dias após soroconversão após testagem

pela estratégia serológica de testagem dupla (JA=fqSSEN ef.a/. ;1 998).

3.2 11dentinicação das amosh'as

As amostras de pacientes do sexo feminino estão identificadas com os números

1 1920, 12277, 13080, 13849, 1 5370 e as amostras de pacientes do sexo masculino çom os

números 1 1277, ]3193, 16330, 2003, e LCR.

Foi usado como controle negativo para reação de PCR água e amostra de indivíduo

soronegativo. Como controle positivo foi utilizado o genoma do HXB2r clonado em

plasmídeo]
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3.3-Extração do ácido nucléico do lllV-l

Foi extraído o DNA píoviral do lilV-l das alíquotas do creme leucocitário (buíiy

coar), utilizando o Kit QIAamp DNA Blood Mini Kit,(Qiagen Inc. Santa Clarita,

CA,EUA), confomie instruções do íàbricante

Para desenvolver o estudo da diversidade genética do HIV-l com estas amostras,

foram obtidos cinco clones para região env (C2.V3-C3) usando PCR nested, após diluição

limitante da fita de DNA. A estratégia para gerar sequências que representem clones

isolados após a PCR foi baseada em várias diluições da amostra de DNA visando obter a

última diluição com amplifimção positiva (SIMMONDS ef cz/., 1 990).

Após a extração de DNA proviral foi fluído em aproximadamente 1 00 FI de tampão

de eluição e a partir desta amos&a íoi feita uma diluição seriada até 10'+. Após a realização

desta diluição seriada foram realizadas reações de PCR usando os iniciadores V3 outer' 3

e V3 "outer" 5' e para a PCR "nested" os iniciadores V3 "inner" 3' e Vs "inner" 5', como

descrito abaixo. Para cada diluição, a PCR foi feita em duplicata. A última diluição positiva

obtida foi adicionada & um tubo contendo Iml de mistura de regentes para reação de PCR

e distribuída êm 20 tubos de reação. De acordo com a tabela de POISSON foram

considerada as reações que resultaram em produtos de PCR em até 25% dos tubos.Esse

procedimento garante que os ampliçons roam gerados a partir de apenas uma molécula de

cDNA ("clone").(SIMMONDS ef a/., 1 990 e DIAZ er a/., 1 995).
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3.4-Reação em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificação do DNA proviral.

3.4.1- Região V3 da gp120 do gene emv.

Uma PCR da primeira rodada amplifica um Êagmento de 350pb que contém a

região C2 à C3 do gene env do HIV, utilizando os iniciadores descritos por WOLFS e/ a/.,

1991 V3outer 5' - 5'ATAA(;CTTCAATGTACACATG(}AATT 3' (1ocajizado na posição

6958 à-6977 do HXB2r) e - V3outer 3' - 5 'ATG AATTCATTACAGTAG.AAAAATTCC

C 3' (localizado na posição 7382 à 7363 do HXB2r). As concentrações dos reagentes para l

ml de reação de PCR foram as seguintes:

Concentração:Tampão IX, MgCl2 2,5mM, dN'l"P 0,2mM, Iniciador V3outer5' 0,2pmol,

Iniciador V3outer 3 ' 0,2pmol,Taq DNA polimerase 0,25 U

As condições de amplificação foram: l ciclo de: 94'C por 5 minutos, 35 ciclos de:

94'C por 30 segundos, 55'C por 30 segundos, 72'C por l minuto e l ciclo de: 72'C por 7

minutos

Desta PCR (I' round), foram üansferidos 5 pl do produto para uma PCR

secundária ("nested" PCR), utilizando os iniciadores V3inner5'

5'ATAAGCTTGCAGTCTAGCAGAAGAAGA 3'(7010 à 7030) e V3inner3

A'rGAATTCTTGGGTCCCCTCCTGAGGA (7337 à 7314) (WOLFS ef a/.; 1991). As

concertações dos reagentes e as condições de ciclagem foram as mesmas desc;fitas no PCR

primário.

?
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3.5-])etecção dos produtos amplificados

Após a PCR, as amostras de DNA ampliütcados foram separadas em gel de agarose

1 ,5% (peso/volume) em Trio-barato/ EDTA (TBE) 0,5X (0,89M Tais; 0,89 M ácido Bórico

e 0,02 M EDTA pH 8,0), contendo brometo de etídeo (0,5 (pg/ml). A comida foi efetuada

a 100 Volts (V), no tempo médio de 30 minutos, em tampão 'rBE 0,5X. O padrão utilizado

para a comparação do peso molecular dos õ.aumentos amplificados foi o padrão de bandas

de 1 00 pares de base (pb) (GIBCO/BRL, Gaithersburg, MD, EUA). O gel foi visualizado e

fotografado sob iluminação ultravioleta (U.V.) (320 nm), utilizando comera digital DC 40

(Kodak, Rochester, NY, EUA).

3.6-Pui'ificação dos pi'odutos das PCRs

Os produtos de PCR das amostras diluídas, correspondentes a clones isolados

foram purificados pelo QIAquick PCR Puriflcation Kit(QIA(3EN, Chatsworth, CA, EUA)

confomte instruções do fabricante.

3.7-Reação de sequenciamento

As amostras puriHtcadas foram sequenciadas utilizando-se o Cy5/Cy5.5 Dye píimer

Kit (Visible Genetiçs Inc- Toronto, Ont, Camada) com os iniciadores V3inner5' - 5' ATA

AGC TTG CAG TCT AGC AGA AGA AGA 3' para o sequenciamento da região V3 de

apenas uma ãta (WOLFS ef. a/.,1 991 ) marcados com CY5.5.
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3.8-Detecção dos fragmentos sequenciados

Após a reação de seqtienciamento, as amostras foram submetidas à separação

eletroforética em um sequenciador automático de DNA modelo LONG-READER TOWER,

marca(Visible Genetics Inc Toronto, Ontario, Canada), em gel de poliacrilamida Rapid

Gel XL 6% cartridge(Amersham Phamarcia Bioteçh Inç, Pisçataway, NJ, EUA) na placa

MicroCeITM 300 Cassettes (Visible Genetics, Toronto, Ontario, Canadá), em TBE IX

durante 30 minutos, na temperatura de 54oC, na voltagem de 1300V, com o laser na

potência de 25%.

3.9-Análise do sequenciamento

As edições e análise do fragmento sequenciado foram feitas através do programa

OpenGene --(Gene Objecto - Visible Genetics, Toronto, Ontario, Canada).

3.10-Alinhamento das sequências

As sequências dos nuçleotideos obtidas pelo seqtlençiamento da região V3 do gene

env fome alinhadas com sequências de nuçleotídeos da consenso americana (D85-40) com

o auxílio do programa ClustalX (THOMPSON eí a1, 1997) e ajuste manual. A análise

filogenética foi realizada, com a geração de árvores Êtlogenéticas utilizando um pacote de

programas MEGA 2 e teve seu nível de significância verificado pela técnica de Bootstrap

(ordenação forçada) de 1 00 simulações (FELSENSTEIN, 1 989), matriz de distância entre 2

parâmetros através do método Kimur% método de ' 'Neighbor-Joining'' (agrupamento por

similaridade).e o estimativa das substituições sinânimas e não sinânimas pelo método Nei-

Gojoboíi, análise par a par.
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4-Resultados

4.1- Direi'cidade genética da i'egião V3 da gp120 do lllV-l.

A análise das seqüências de nuc]eotídeos dos 5 c]ones obtidos das ]0 amosüas

estudadas com infecção regente não apresentou diversidade genética significativa neste

período da infecção, indicando portanto a presença de homogeneidade entre as sequências

de cada indivíduo analisado (diversidade genética entra-indivíduo), Estes resultados podem

ser visualizados nas figuras 4a, b e c. A distância calculada entre os clones de cada amostra

das sequências da região V3 da gp] 20 foi em geral menor que 1% (Tabela 2) confirmando

a homogeneidade intra-paciente tanto nos indivíduos de sexo masculino quanto feminino

A análise das seqtiêncim de aminoácidos indica que o 6enótipo viral (predito a partir do

genótipo) foi uniÊomlemente trópico por macrófagos/monólitos e não indutor de sincício,

como predito peia presença de aminoácidos de carga negativa (D,E) ou neutra e

conseqüente ausência dos aminoácidos de carga positiva (R e K) nas posições 306 ou 320

da alça V3. (M]LICH ef a/.,1 993). (Figura 5). Da mesma forma, a carga média do V3 foi

inferior a 5, o que novamente sugere a ausência de cepas indutoras de sincício. (MILICH el

a/.,1 993). Nesta mesma análise, podemos observar que seis pacientes possuem a àéqüência

(}PGR no topo da alça V3, semelhante ao padrão encontrado nas cepas do subtipo B

caracterizada nos EUA e Europa ocidental, e quatro pacientes com a seqtlência GWGR,

típico de cepas do subtipo B que tem sido caracterizada no Brasil (MORGADO e/ a/.,1 994

e LOUWAGIE ef a/., 1 994) (Figura 5). A análise da arvore fílogenética demonstrou,de uma

fomla geral, a segregação dos clones gerados de cada amostra em um detemiinado ramo,

exceção feita às amostras 11277 (sexo masculino) e 12277 (sexo feminino) as quais

pemlaneceram em um mesmo ramo, demonstrando uma provava! relação epidemiológica
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entre estes indivíduos, dado este cuja confímiação não possuímos (Figura 6).

O cálculo de substituições sinânimas e não sinõnimas obtidas, podem ser

visualizadas na tabela l e indicam que no geral existe uma maior presença de mutações

sinânimm do que não sin6nimas neste início de infmção (média de DS/DN -1,39).

Entretanto, os resultados coram discretamente variáveis, sendo que em um indivíduo houve

um predomínio de alterações não sinânimas sobre as sin6nimas, como no caso do indivíduo

16330, que apesar de apresentar um DN extremamente baixo, apresenta um DS igual a

zero. O indivíduo 13193 apresenta um alto índice DN, denotando um processo seletivo

mais intenso desde o início da infecção e, coincidentemente, apresenta também uma maior

diversidade genética, mostrando a importância deste evento(DN) na Benção de diversidade

do }ilV-l .
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Amosh'a dS . dN dS4dN
16330 0,0 0,002 0
13193 0,009 0,010 0,9

13849 0,009 0,005 ],8
11920 0,0 0,0 0
15370 0,009 0,005 1,8

12277 0,0 0,0 0
11277 0,0 0,0 0
13080 0,009 0,003 3
2003 0,018 0,003 6
LCR O,O O,O O

Tabela 1- Estimativo de mutações sinõnimas e não sinõnimas pelo método Nei-Gojobori

onde (dS) é mutação sinónima, (dN) é mutação não sinónima.

Amosb'a . . .d
16330 0,002

13193 0,012

13849 0,006

11920 0,0

15370 0,006

]2277 0,0

11277 0,0

]3080 0,004

2003 0,006

LCR O.O

Tabela 2- Cálculo da distância entre os clones das

representa distância e(DP) desvio padrão. Cálculo

parâmetros

DP
0,002

0,005

0,003

0,0

0,003

0,0

0,0

0,002

0,003

sequências da região V3 da gpl 20. (d)
realizado através do método Kimura 2
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5-Discussão

A diversidade genética do }ilV-l tem sido tema de muitos estudos anuais devido à

sua importância para melhor entendimento do pernil genético do vírus e a íísiopatogenia da

infecção primária. A diversidade genética , além de representar um grande desvão para a

elaboração de uma vacina efetiva contra a AIDS (ESPARZA et. al., 1 996), está relacionada

à capacidade de cepas mutantes escaparem do sistema imune do hospedeiro,além de

potencialmente propiciaram resultados falso negativos em testes serológicos convencionais

pam o seu diagnóstico(McKNIGHT & CLAPHAM 1 995). Pode também estar associada ao

surgimento de resistência aos quimioteíápicos anil-retrovirais (NAJERA et. al,, 1995).

Acém disso, a evo]ução viral poderia cevar a mudanças na virulência das cepas, afetando o

riüno, a transmissão e a progressão da doença (WEISS, 1993).

Uma caracterização melhor do }lllV-l e o conhecimento dos detalhes genéticos do

vírus e da üsiopatogenia da infecção primária têm importante implicação para o

desenvolvimento de uma vacina anta-HIV.

Evidências para a seleção de genomas ocorrida durante ou após a transmissão

parenteral, perinatal ou sexual têm sido obtidas através da comparação das sequências do

transmissor e do indivíduo infectado recentemente. A transmissão seletiva é representada

pela homogeneidade das sequências presentes nos indivíduos infectados recentemente

quando comparadas à heterogeneidade vista em indivíduos já há mais tempo infectados

(DIAZ el a/., 1996).

Em soroconvertidos, a análise das seqüênciu de HIV-l demonsüa uma forte

pressão para conservar a homogeneidade do gene env em relação aos genes do

nuçleocapsídeo viral como o gag (ZHU er a/., 1993 ZHANG ef. a/., 1993) . Embora não
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esteja claro como esta transmissão seletiva ocona, várias hipóteses têm sido propostas

Primeiro, a homogeneidade encontrada no receptor da infecção pode refletir uma diversidade

da seqtiênçia restrita presente no inóculo do transmissor. Outra hipótese é que múltipla.s

variantes de ]:ilV-l penetram no novo hospedeiro, mas somente uma apresente a capacidade

de tornar uma população predominante, devido a características de crescimento biológico

(amplificação seletiva). Esta hipótese é fundamentada pela homogeneidade encontrada em

pacientes hemofílicos soroconvertidos que foram inoculados via parenteml com múltiplas

variantes de HIV-l (ZHANG ef a/., 1993).

A distribuição das quasispéçies muda com o passar do tempo. Diferenças entre o

gene env do HIV-l em indivíduos in$eçtados, por um mesmo subtipo, apresentam taxas de

variação em tomo de 1% ao ano na região V3 em estudos longitudinais(DELWART ef a/.,

1994; DIAZ ef a/ ., 1997). A razão de termos escolhido a região V3 (C2V3C3) para

analisa consiste no fato que esta é uma região imunodominante, tem relação cam o

tropismo celular, escape imune e citopatogeniçidade. A V3 é um dos domínios variáveis da

gp120 do envelope viral, formada por 35 aminoácidos distribuídos dentro de uma alça

fomlada pela ponte dissu16eto entre duas çisteínas (DE JONG ef a/., 1992) e a região que

engloba as dois domínios conservados num total de 23 5 aminoácidos. A alça V3 apresenta

subdomínios relativamente conservados e subdomínios variáveis e vários estudos

demonstram que o domínio V3 desempenha um papel importante na fomiação de sincíçio e

na bopismo celular (DE JONG ef a/., 1992,; MILICH ef a/., 1993). A presença de

aminoácidos básicos (K ou R) na posição 306 e/ou 320 conferem ao vírus o Fenótipo

indutor de sinciçio (SD enquanto aminoácidos ácidos (D ou E) ou neutros nestas posições

conferem o Eenótipo não indutor de sincício (NS]) (CllIESEBRO er a/., 1 991 ; DE JONG e/

a/., 1992; MILICH ef a/., 1993). As cepas indutoras de sincício nomlalmente emergem no
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curso da infecção e estão relacionadas com a progressão mais rápida da doença

((;OUDSM]T 1995). Todos os indivíduos deste estudo apresentam cepas não indutoras de

sincício em sua quasispécie, corroborando o üto de que estas pessoas estivessem próximas

do seu período de infecção primária.

O presente estudo nos direçiona para visualização da presença de sequências

homogêneas na análise da região env do H[V-] de indivíduos recém infectados, sendo

indistintos os padrões observados entre homens e mulheres. Como exposto na tabela 2,

podemos observar que as sequências das 10 amostras foram relativamente homogéneas

com geralmente menos de 1% de variação em indivíduos com infecção recente tanto do

sexo masculino como feminino. Este resultado está em desacordo com o apresentado por

Long e/ a/ que encontrou maior diversidade genética entre mulheres a&icanas infectadas

por HIV-l de subtipo não B, por motivos descritos na introdução deste manuscrito. Desta

comia, como descrito em estudos anteriores, acreditamos que haja sim esta seleção por

genomas mais conservados a despeito da via de transmissão e gênero masculino e feminino.

Entendemos ser importante a expansão deste estudo e a apresentação de novos estudos para

que seja definitivamente claíiÊicada esta questão.

Na análise das seqÍiências de aminoácidos encontramos seis pacientes que possuem

a sequência GPGR no topo da alça V3, semelhante ao padrão encontrado nas cepas do

subtipo B caracterizadas nos EUA e Europa ocidental, e quatro pacientes çom a sequência

GW(;R, típico de cepas do subtipo B que tem sido caracterizadas no Brasil(MORGADO er

a/.,1 994 e LOUWA(]IE. ef a/ 1 994). Este tipo de padrão tem sido descrito desde o início da

infecção no Brasil, sendo que o GWGR foi identificado em amostras desde 1 983(DIAZ ef

a/.,]995).

E interessante notar também o perdi diferente das amostras provenientes de
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pacientes brasileiros com infecção recente, quando comparado com o consenso das

sequências americanas(l:igura 5). Para os que acreditam que uma vacina anta-lilV eümz

deve respeitar a diversidade genética das cepas circulantes em um determinado local, este

fato sugere que o perfil de um "candidato" à vacina a ser testado no Bmsi] deveria ser

cuidadosamente escolhido à luz dos dados gerados em nosso meio, ao invés de se utilizar

produtos produzidos em locais geograficamente muito distintos do nosso.

A partir da observação que isolados de l:llV-l podem ser diferenciados entre si, de

acordo com suas sequências genâmiças, estudos abrangentes foram desenvolvidos para o

estudo da variabilidade deste vírus. As análises de seqüênçias de HIV-l obtidas de amostras

de diferentes regiões do mundo revelaram que as que peüenciam às mesmas regiões

geográficas eram muito mais similares entre si, do que amostras de outras regiões.

O fato de ter havido uma segregação consistente das amostras dos diferentes

pacientes em grupos diferentes na árvore fílogenética (exceção feita às amostras 1 1277 e

12277), apontam para o trabaho cuidadoso realizada na tenUtiv& de se evitar

contaminações por produto de PCR, hto este de risco quando se utiliza PCR do tipo

:'nested", principalmente quando o PCR é otimizado para ampliõcar a partir de uma cópia

do genoma vinil, como deve oconer na utilização da estratégia de diluição limite $iRã!.

O fato de não possuimios infomlações relevantes dos dados epidemiológicos das

amostras analisadas, não nos confere a capacidade de aülmlar que as amostras 1 1277 e

12277 estalam epidemiologicamente relacionadas. A semelhança entre as seqüênçias de

nuçleotídeos e a segregação das seqÍiêncim na árvore âlogenética seria um corte indicativo

disto.

Um dos mecanismos geradores de diversidade é resultante da pressão seletiva

positiva exercida pela resposta imune do hospedeiro , a qual vai varia segundo a região
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genâmica, sendo as regiões do ez?v as mais expostas a esta pressão (BROWN e MENAGH.AN

1998). A intensidade desta pressão seletiva pode ser detemlinada pela relação entre a

frequência de mutações sinânimas e não sinõnimas em cada gene (KIMURA ef a/.,1 980; NEI

e GOJOBOR], 1986 ). Em caso de pressão seletiva neura, a relação dS: dN é próxima de

zero, sendo que quando há um predomínio de alterações não sinânimas a pressão é positiva, e

negativa no sentido inverso. O que se observa em nossa casuística é que houve, no geral, uma

tendência à baixa &eqüência de DN. Isto indica que nestes momentos iniciais da infecção

pelo HllV, a pressão seletiva é modesta, o que levmia a um acúmulo de diversidade genética

pequeno. Isto está de acordo com o fato de que o çontrale da replicação viral se dá

vagarosamente, posto que os níveis banais de rep]icação vime medidos pela carga viral("set

point") dar-se-ão progressivamente, çom estabilização em tomo do sexto mês
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6-CONCLUSOES

1- 0s resultados indicam que não há diversidade genética significativa nas

sequências da região V3 da gpl 20 do env, coníimlando a homogeneidade entre

as seqüências no período próximo à infecção primária.

2- Em contraste com estudos anteriores, não há diferença signiHlcativa entre a

diversidade genética de indivíduos do gênero masculino e feminino em amostras

do subtipo B brasileiro.

3- 60% das amostras estudadas apresentam o padrão de sequências semelhante às

amostras dos EUA e Europa ocidental com relação à presença dos aa GPGR no

topo da alça V3, enquanto 40% das sequências apresentam o padrão GWGR.

4- As amostras estudadas foram unúormemente trópicas por

macrófagos/monólitos e não indutoías de sinoício, como ocone nomlalmente

em indivíduos com infecção primária

5- O padrão evolutivo do vírus é neutro ou negativo no início da infecção, como se

observa pela predominância de DS sobre DN.
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