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RESUMO



Objetivo: Determinar a freqiiéncia do alelo recessivo cer-5 em populagdo de
individuos infectados pelo HIV-1.

Material e Métodos: Foram estudados 187 pacientes, que freqiientam os
ambulatérios da Disciplina de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clinicas da UNICAMP.
Foram selecionados pacientes de ambos os sexos com testes positivos para o anti-HIV1 por
ELISA e Western-Blot, em qualquer fase clinica da doenca. Para amplificacdo foram
utilizados  o0s  seguintes  primers: 5-CCTGGCTGTCGTCCATGCTG-3’ e
5’ CTGATCTAGAGCCATGTGCACAACTCT-3". Apos a desnaturagiio a 94°C por Smin,
seguiram-se 34 ciclos de: 94°C por 1min; 57°C por 1min; 72°C por 1min e extensdo final a
72°C por 7min. A seguir, foi realizada a digestdo enzimatica com lug de cada amostra,
incubadas por 60min & 37°C com 10U de EcoRI. Foram também determinadas a carga viral
pela técnica do NASBA e determinagSo de subpopulagSes linfocitirias por citometria de
fluxo (Ortho Diagn.).

Resultados e Conclusdes: Do total de 187 individuos analisados, 15
apresentaram padr&es de restricio do produto de PCR compativeis com heterozigose para a
delegio delta 32 (freqiiéncia=8,02%). Essa fregiiéncia ¢ semelhante a encontrada em
populacdes caucasianas européias. Com respeito a carga viral e quantidade de células CD4 e
CD8, os dados foram prejudicados pela administragio de medicagiio antiretroviral na
maioria desses individuos. Todos os pacientes que apresentavam a mutacio e que puderam

ser classificados clinicamente possuiam estadiamento B2 ou maior.
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1. INTRODUCAO



1.1. IMPORTANCIA DA DOENCA:
1.1.1. Alguns fatos historicos

A AIDS, como ¢ conhecida a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida foi
reconhecida pela primeira vez nos Estados Unidos da América (EUA) em 1979
(BONTEMPO, s.d.). Os primeiros casos da doenca ocorreram em Los Angeles {Califérnia),
envolvendo cinco jovens homossexuais ativos do sexo masculino, que chegaram a trés
diferentes hospitais locais, apresentando uma infecgfio rara: a pneumonia provocada por

Preumocystis carinii.

Esses casos foram registrados em 1981, por GOTTLIEB ef ai, do Departamento
de Medicina da Universidade da Califérnia-Los Angeles (UCLA), através do Servigo de
Epidemiologia do “Center for Disease Control” (CDC, Atlanta, Georgia, USA) (LACAZ et
al, 1990). Esses pacientes também apresentavam infecgdes concomitantes por
Citomegalovirus e Candida. Dois anos mais tarde, em 1983, trinta e cinco estados dos
Estados Unidos da América (IUSA) ja haviam notificado casos de AIDS. De acordo com
LACAZ et al (1990), até julho de 1983, 1641 casos de AIDS ja haviam sido registrados em

Nova Iorque e Sdo Francisco, com 644 6bitos atribuidos a essa sindrome.

No inicio desta, que se tornou uma pandemia, a maior parte das vitimas eram
homossexuais de Nova Iorque e Califérnia. Logo, foram detectados casos em heterossexuais
e usuarios de drogas endovenosas. Passa, a seguir, a acometer também pacientes

transfundidos com sangue ou derivados, como os hemofilicos (BONTEMPO, sd).

Verifica-se, assim, que as primeiras observa¢des da AIDS falavam de uma nova
sindrome de natureza infecciosa observada em guetos de homossexuais de Sao Francisco e,
posteriormente, Nova Jorque, além de usudrios de drogas e que viviam em promiscuidade
(LACAZ et al, 1990).

Por isso, segundo PARKER et gl (1994), antes da sigla AIDS, foi proposta a
sigla GRID (Gay Related Immuno Deficiency), ou seja, imunodeficiéncia associada a

homossexuais, tdo forte era o vinculo entre a homossexualidade e a doenga.

ntroducdo
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Segundo LACAZ et al (1990), essa nova sindrome ocorria sob a forma de uma
pneumonia intersticial grave, provocada pelo Preumocystis carinii, as v€zes associada ao
sarcoma de Kaposi, candidiase orofaringeana e infeccdo por citomegalovirus (CMV).

Assim, conceituava-se a AIDS antes de se conhecer sua etiologia.

A denominagio AIDS (“Acquired Immune Deficiency Syndrome™) parece ter
sido proposta pela primeira vez por Donald Armstrong, chefe do servico de doengas
infecciosas do New York Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (LACAZ et al, 1990).

QOutros paises também comunicaram a ocorréncia de casos semelhantes, tendo

sido relatados ao CDC, 81 casos em dezesseis paises no ano de 1983 (BONTEMPO, s.d.).

Era o inicio da epidemia mundial e, j4 em 1993, MANN ef af no livro “A AIDS
no mundo”, previa que a AIDS constituir-se-1a numa epidemia dindmica ¢ em evolugéio e

que os principais efeifos estariam ainda por vir.

1.1.2 Epidemiologia

Em 1993, a Organizagiio Mundial de Satde (OMS) ja relatava 14 milhdes de
casos de pacientes infectados pelo HIV e 2,5 milhSes ja com AIDS.

Dados da UNAIDS de 1999 assinalavam que mais de 33 mithdes de pessoas em

todo o mundo ja estavam vivendo com o HIV, com ou sem AIDS.(figura 3)

Desde o inicio da pandemia j& houve mais de 11 milhdes de mortes atribuidas a
¢la. Devido a grande maioria das pessoas com HIV viverem em paises em desenvolvirento,
onde o acesso aos amtiretrovirais € quase inexXistente, os niveis de mortalidade ndo
apresentardo qualquer declinio (CARAEL, SCHWARTLANDER, ZEWDIE, 1998).

De todas as regides do mundo, a Africa subsaariana tem sido a mais atingida
pelo HIV, tanto em mimeros absolutos, quanto em coeficientes (CARAEL et al,1998).
Nessa regido, quase todos os individuos acometidos sdo heterossexuais. Surpreendente, foi a
rapida expansio do HIV-1 e HIV-2 na India, onde ha dez anos atrds, a infecgdo era
raramente encontrada (LEVY, 1998).

Introdugio
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Atualmente, cerca da metade dos casos de AIDS reportados nos EUA séo de
transmiss@o por homens homo ou bissexuais, seguidos dos usudrios de drogas intra-venosas
(26%) e contato heterossexual (12%) (LEVY, 1998).

Segundo PIQT & MERSON, 1995, a transmissdo por transfusdo de sangue
contaminado ainda é relevante em alguns paises subdesenvolvidos, principalmente na Africa

subsaariana.

A propagagiio dentre os usudrios de drogas injetaveis tem sido muito relevante

em regides da Asia, América Latina e Caribe (MANN ef al, 1993).

A transmissdo materno-fetal durante a gravidez, parto ou amamentagdo € mais
comum na Africa do que nos paises da América do Norte e Europa (30-40% contra 15-20%,
respectivamente), fazendo com que mais de 1 milhdo de criangas africanas fossem
infectadas desta forma. A imunodeficiéncia avangada, caracteristica também dessas areas
contribui para esse fato (PIOT & MERSON, 1995).

Desde o inicio da pandemia, o Brasil ocupou um dos primeiros lugares na lista
de paises com maior mimero de casos de AIDS relatados 4 Organizagio Mundial de Satde
(PARKER ef al, 1994). Em junho de 1985, o Brasil ocupava o terceiro lugar do mundo, com
340 casos (BONTEMPO,s.d.).

Em 1993, com 39.500 casos confirmados, a epidemta de AIDS s¢ tornava um
dos maiores problemas de satide publica do pais (PARKER et al, 1994). Segundo esse
mesmo autor, até¢ julho de 1993, 60% dos casos diagnosticados eram associados a alguma
forma de contato sexual, 28,35% foram associados ao contato homossexual € 14,54% a

bissexuais.

Em 1999, mais de 170 mil casos ja haviam sido registrados pelo Ministério da
Satde ¢ mais de 87 mil mortes atribuidas a sindrome. (BRASIL. Ministério da Saude,
1999a) (tabela 6)
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Os primeiros casos de AIDS, ocasionados pelo uso de drogas injetaveis,
apareceram em 1985, quando corrrespondiam a 3,1% do total (PARKER ef al, 1994).
Segundo MANN et al (1993), a participagéo desse grupo correspondia a 40% do total de
casos no Rio de Janeiro, 54% em S#o Paulo ¢ 57% em Santos. Ainda, segundo MANN et af
(1993), a propor¢éo de infeccdes pelo HIV, associadas & transmisséio por usuarios de drogas

injetaveis aumentou mais de 10 vezes desde o inicio da década de 80 para a década de 90.

De acordo com PARKER et al (1994), em fins de 1987 houve a primeira
pesquisa social sobre AIDS no pais e o perfil epidemioldgico predominante era

homossexual/bissexual masculino.

No Brasil, como no resto do mundo, houve um importante deslocamento no
perfil da doenca no sentide de incluir, cada vez mais, a mulher de 15 a 40 anos e a crianga de
zero a cinco anos no rol de casos notificados. A proporgio de casos entre homens e
mulheres tem se estreitado, de 1:18 casos em 1985 para 1:5 casos em 1992 (PARKER et al,
1994).

Segundo o Ministério da Satude, em 1999 ja havia mais de 130 mil homens
infectados e mais de 40 mil mulheres infectadas, observando que essa proporgéio se estreitou

para aproximadamente 3:1 casos. (BRASIL. Ministério da Satide, 1999b)  (tabela 7)

Em 1994, 46,5% dos casos registrados de infeccdo por HIV estavam
concentrados nos municipios de Sdo Paulo e Rio de Janeiro (PARKER ef al, 1994). De
acordo com esse autor, no estado de Sdo Paulo, a maior mcidéncia dos casos ocorre na faixa
etaria de 20 a 50 anos, na populagdo econdmica e sexualmente ativa ¢ a via sexual continua

sendo a principal via de transmissiio, com 55,1% do total de casos notificados.

Em 1999, a incidéncia de casos no Rio de Janeiro e Sdo Paulo aumentou ainda
mais, representando mais que 50% do total de casos de AIDS notificados no Brasil
{BRASIL Ministério da Satde, 1999 a). (tabela 8)
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Dentre os hemofilicos e politransfundidos, houve uma diminui¢dio de casos de
infecgdo, conseqiiéncia do maior controle do sangue destinado a transfuséo no estado de Sio
Paulo. Porém, a transmissgo sanguinea tem crescido rapidamente, devido, principalmente,
aos usuarios de drogas injetaveis (PARKER er al, 1994).

Segundo PARKER et al, (1994), a transmissdio vertical {de mie para fitho)

também aumentou, em Sédo Paulo, atingindo 2,4% dos casos notificados.

Em algumas cidades do interior do Estado de SZo Paulo, a principal via de
transmissdo € o uso de drogas endovenosas, diferente do resto do pais onde hé o predominio
da via sexual. As cidades com maior mimero de casos por essa via de transmissfo sdo: Séo
José do Rio Preto (54,5%), Ribeirdo Preto (48,9%), Santos (43,8%), Sdo Vicente (45,8%),
Campinas (37,6%) e Santo André (33%). (PARKER er al, 1994).

De acordo com PARKER er al, em 1994, a cidade de Santos tinha a maior
incidéncia de casos de infeccio pelo HIV e AIDS de que se tinha noticia no pais. Foi
identificada pelos jornais e televisio, como a “capital da AIDS”, onde ocorre,
principalmente, na zona de prostituicfo e trafico de drogas proximas ao porto. Setenta e trés
porcento dos casos ocorrem na faixa etaria entre 20 ¢ 40 anos e ha um predominio da

transmissdo por drogas endovenosas.

Santos oferece um exemplo claro do aumento de casos de AIDS entre mulheres,
que caracteriza a América Latina, com uma propor¢do entre homens e mulheres infectados
de aproximadamente 3,5:1 (PARKER et al, 1994).

Em 1999, o Ministério da Saitde registrava a cidade de Itajai em Santa Catarina
como a maior incidéncia nacional, 926,4 casos por 100 mil habitantes ¢ no estado de Sio

Paulo a cidade de Szo José do Rio Preto € a que apresenta maior incidéncia de casos, 676,9

casos por 100 mil habitantes. (BRASIL Ministério da Saiide, 1999 a). (tabela 9)

A transmissfio do HIV se faz através de forma sexual, sanguinea ou perinatal
(MONTAGNIER, 1995). Sendo uma doenca de transmissdo sexual, a conduta do individuo
¢ um determinante relevante na propagacédo do virus (PIOT & MERSON, 1995). Essa forma

de transmissdo pode ser dar através de contato vaginal, anal ou oral. Nos paises ocidentais, a
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epidemia se disseminou, como mencionado, através de relagGes homossexuais, em que a
prética de coito anal € fregiiente. O dilaceramento das membranas mucosas do reto € do
pénis coloca ¢ sémen, contendo o virus, em contato com a corrente circulatoria, onde

encontrard células para se multiplicar (CAMARGO, 1994).

A transmissfo heterossexual se dd em menor nimero do que entre homossexuais
(CAMARGQO, 1994). Entretanto, sendo as condutas sexuvais muito heterogéneas entre as
populagdes, os quadros sdo diversos. Por exemplo, em algumas sociedades o “status™ social
é associado a um elevado nimero de parceiras, como é o caso da Africa, onde os homens
possuem variado nimero de mulheres e, desde o inicio da pandemia, a transmisséio de HIV

entre eles tem sido, predominantemente, heterossexual.

O principal modo de propagacdo do virus, desde o inicio da epidemia, tem sido
as atividades homo e bissexual, mas o uso de drogas injetaveis e as relacGes heterossexuais
tém se tornado as principais vias de transmiss@o em muitos paises, desde o final dos anos 80
(PIOT & MERSON, 1995).

A transmissdo por sangue comtaminado nfo é um problema nos paises do
primeiro mundo, mas o € para os paises do terceiro mundo, onde hemofilicos e
transfundidos correm o risco de se contaminar, ja que a transfusfio com sangue contaminado
induz 90-100% de probabilidade de contrair a doengca (CAMARGOQ, 1994)

Quanto aos consumidores de drogas injetaveis, o ato de se drogar em
comunidade coloca em contato, através da seringa e agulha, o sangue dos participantes €
essa forma de transmissfo, tem sido uma das principais entre os homens e mulheres
heterossexuais (CAMARGO, 1994). A propagacfo entre usuarios de drogas injetaveis tem
sido muito relevante em regides da Asia, América Latina e Caribe. (MANN ez al, 1993).

A transmissio da mfe infectada para o filho recém-nascide (transmisséo
vertical) pode ocorrer durante a gravidez, o parto ¢ o aleitamento. Sabe-se, que o virus pode
ser transmitido pela placenta € que o contato do sangue da mie contaminada pode levar o
virus para as mucosas do recém-nascido durante o nascimento, infectando-o. Existem
também casos de infecgdio pelo aleitamento (CAMARGO, 1994). Segundo PIOT &
MERSON, 1995, a transmissio vertical ¢ mais comum na Aftica do que nos paises da
América do Norte e Europa.
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Em meados da década de 90, a Organizaciio Mundial de Satde (OMS) definiu
uma estrutura, que refletia a dindmica da pandemia, em 1irés grandes “padroes
epidemiolégicos™: o padrio I, associado aos paises mais desenvolvidos, tipico dos EUA ¢
Europa ocidental, seria caracterizado por uma grande incidéncia de casos de AIDS entre
homossexuais masculinos, baixa incidéncia entre mulheres e varidvel incidéncia entre
usudrios de drogas injetaveis; o padrdo II descrevia, essencialmente, a situagdo da Africa,
onde a taxa de homens e mulheres infectados era semelhante e tendo como a principal via de
transmissdo a heterossexual; o padrio HI referia-se aos paises com nenhuma ou baixa
notificacdo de casos (atribuivel ao contato com as regides dos padrdes I ouIl) (PARKER et
al,1994).

Entretanto, segundo MANN et o/ (1993), logo as graves limitagdes desta
classificagdo global ficaram aparentes, pois a classificacio em padrbes tornou-se uma
realidade estatica, énquanto a pandemia continuava a evoluir rapidamente. Em 1990, esse

esquema caiu em desuso.

1.2. AGENTE ETIOLOGICO E PATOGENIA:
1.2.1. Como foi descoberto

A primeira indicacdo de que a AIDS poderia ser causada por um retrovirus
(RNA) surgin em 1983, quando BARRE-SINOUSSI et al, trabalhando com o virologista
Luc Montagnier do Instituio Pasteur de Paris, demonstraram, em linfonodos de pacientes
com AIDS, a presenca de um retrovirus com efeito citopatico, o qual denominaram virus

associado a linfoadenopatia (LAV) (LACAZ et al, 1990).

Num trabalho concomitante, publicado por Roberio Gallo e colaboradores do
Instituto Nacional do Cincer (NIH. Bethesda, EUA), um virus idéntico foi isolado e
denominado de Human T Lymphotropic Virus III (HTLV-HI) (LACAZ er af, 1990).

Em 1980, GALLO ef a/ haviam isolado o HILV-I (virus linfotrépico T humano
do tipo I), que induz um céncer raro ¢ maligno (leucemia adulta das células T) e, em 1981,
isolaram o HTLV-II, que apresentava caracteristicas biologicas ¢ epidemiologicas

semelhantes ao tipo I (CAMARGO, 1994).
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Néo foram encontradas diferengas fundamentais entre 0 LAV e o HTLV-IIL,
havendo suspeitas de que ambos correspondessem a amostras do mesmo virus, € que durante
0 1solamento tivesse havido um intercdmbio de amostras entre as instituigdes (CAMARGO,
1994).

LEVY e colaboradores também reportaram a identifica¢cdo de wma retrovirose
com o nome AIDS associated retroviruses (ARV). Essas viroses foram reconhecidas em

pacientes com AIDS, de diferentes grupos de risco (LEVY, 1998).

Num curto espago de tempo, os trés protdtipos das viroses (LAV, HTLV-III e
ARYV) foram reconhecidos como membros do mesmo grupo dos retrovirus e suas
propriedades reconhecidas como as dos membros dos lentivirus. Porém, a virose da AIDS
possufa muitas propriedades distintas do HTLV. Suas proteinas eram distintas ¢ seu genoma
apresentava apenas uma remota similaridade com os dos HTLV. Por esse motivo, em 1986,
um subcomité de éspecialistas em retrovirus humanos (International Committee on
Taxonomy of Viruses) recomendou, que o virus da AIDS recebesse o nome de Human
Immunodeficiency Virus (HIV) (LEVY, 1998).

1.2.2. Como se classifica o HIV

O HIV ¢ um retrovirus (RNA), que pertence & subfamilia dos lentivirus. Eles
sdo assim denominados pela lentiddo com que sfo manifestados os efeitos da sua infeccio

no hospedero (CAMARGQO, 1994).

Duas formas de HIV sdo descritas, sendo que o HIV-1 é mais freglientemente
encontrado que o HIV-2. Existem grandes diferencas de regulagio do virus ao nivel
genético. O genoma do HIV-2 € apenas 40-50% similar ac do HIV-1 ¢ a manifesiacdo da
doenca provocada pelo HIV-2 aparece mais lentamente que a do HIV-1 (STANLEY &
FAUCI, 1995).(figura 4)
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Além daquela provocada pelo HIV, existem outras retroviroses humanas: o
HTLV tipo I e o do tipo I, que causam um tipo de cancer raro (leucemia aduita das células
T), além da paraparesia flacida tropical (CAMARGO, 1994).

As particulas virais do HIV possuem a forma de pequenas esferas. Segundo
MONTAGNIER (1995), cada particula viral possui cerca de 80 saliéncias arredondadas, que
contém wvarias moléculas da glicoproteina gpl20, associadas as proteinas menores

transmembrana, designadas gp41.

Os componentes internos do virus constituem o nucleocapsideo com 2 moléculas
idénticas de RNA e proteinas, entre as quais a transcriptase reversa e proteinas internas de
embalagem, das quais as principais sfo as p24 (ou p25), pl8, p7 e p9 (MONTAGNIER,
1993).(figura 5)

O tamanho do genoma do HIV € de aproximadamente 9,8kb e codifica duas
proteinas estruturais (Gag e Env), trés enzimas (polimerase, integrase e protease) e seis
genes acessorios, que ajudam na regulacéio da replicagfio viral (tat, vif, vpu, vpr (vpx), nef e
rev). (tabela 10)

As proteinas internas sdo codificadas pelo gene Gag, que as sintetiza na forma

de uma longa fita, que depois é recortada pela protease. (MONTAGNIER,1995)

As origens do HIV-1 e HIV-2 sfio desconhecidas. (LEVY, 1998). Algumas
hipéteses foram levantadas e, segundo LACAZ et al (1990), uma hipdtese ¢ a de que a
transmissfio tenha se realizado através de reservatérios animais {como os simios) para o
homem. De acordo com LEVY (1998), varias investigagGes favorecem a conclusio de gue o
HIV vem dos primatas, porém acredita que seja mais provivel que o HIV ja estava presente
em pequenos habitats em partes da Africa (principalmente Africa Central) por séculos e que
com mudangas sociais e econ0micas recentes, ele comecou a se espalhar e evoluir entre
vérias populacdes humanas. Ainda, segundo LEVY (1998), uma hipétese sugere que o
HIV-1 e HIV-2 s3o derivados de um virus progenitor que entrou em espécies de mamiferos

ha centenas de anos atras.
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1.2.3. Mecanismos de producio da doenca

Na AIDS, ocorre um colapso das defesas imunolégicas do hospedeiro, com o
aparecimento de infecgdes oportunistas e até tumores (linfomas, Sarcoma de Kaposi ¢ outras
neoplasias) (LACAZ et al, 1990).

Segundo LEVY (1998), a patologia basica na AIDS ¢ a perda dos linf6eitos

CD4+ e uma variedade de outras desordens na fun¢do imune.

A transmissdo do virus causador da sindrome (HIV1 ou HIV2) ocorre de pessoas
portadoras, doentes ou sis, para pessoas susceptiveis, por transferéncia de liquidos
organicos, principalmente sangue e esperma. O virus entra nas células de defesa do
organismo, determinando uma reducio da sua capacidade de funcionamento e o doente fica,

desta forma, sujeito a numerosas infecgdes ¢ tumores malignos.

De acordo com CAMARGO (1994), a relagdo do sistema imune com o HIV ¢
dupla e antagdnica, pois esse sistema, que tem como fungio defender o homem de infecgdes,

apos a infecgio pelo HIV, ele passa a servir de local para a multiplicagdo viral.

O HIV-1 infecta os linfocitos T, mondcitos/macréfagos, células dendriticas e, no

sistema nervoso, microglia, sendo que todas essas células expressam a glicoproteina CD4
(CHOE ef al, 1996).

Na fase priméria da infecgdo (fase assintomdtica) hd uma elevada taxa de
replicagdio viral que é refletida em poucos dias numa ¢levada carga viral (mais de 5000
particulas infecciosas/ml ou 107 moléculas de RNA viral/ml de plasma). Geralmente, em
apenas algumas semanas, a viremia ¢ reduzida substancialmente por uma provavel resposta
imune. Tanto no linfonodo, como no sangue, apenas uma pequena taxa de células infectadas
produzem o virus. Ap6s 10 ou 14 dias, mais de 200 bilhSes de células CD4+ poderdo estar
infectadas. Ocorre entfio, uma resposta imune com atividade antiviral das células CD8+. O
nimero de células CD4+ decresce durante essa fase ¢ 3-4 meses depois, usualmente volta ao
normal. Durante o periodo assintomitico, um pequeno decréscimo dessas células ¢
observado (aproximadamente 60 células/ul/ano) e a replicagéio viral no organismo continua
em baixos niveis, particularmente nos linfonodos. Quando a contagem de células CD4+ ja é
menor que 300/ul, inicia-se a fase sintomatica, ou seja, a doenga propriamente dita (LEVY,
1998).(figuras 6 ¢ 7)
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UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAO CIRCULANTF

Um passo critico na infeccéio pelo HIV € a ligacfio da glicoproteina do envelope

1.2.4. Como o HIV invade o organismo humano

viral gpl20 com o dominio amino-terminal da molécula CD4.(figura 8§) Deste modo, a
proteina CD4 age como receptor primario do HIV, portanto, as células que a expressam sdo
os alvos primdrios da infec¢dio. As células preferencialmente visadas pelo HIV sdo os

linfécitos T4 e os macréfagos.

Segundo MONTAGNIER (1995), num linfécito ha cerca de 50 mil receptores

CD4 a que podem se fixar particulas virais ou capas vazias.

Depois que o virus se prende & célula, as moléculas de gpl20, associadas a
proteinas menores transmembranas gp4l, permitem a fusfio da capa do virus com a

membrana celular e a passagem dos constituintes internos do virus para o interior da célula.

Por muitos anos soube-se que o HIV-1 requer um co-receptor, em adi¢io ao

CD4 para infectar eficientemente as células alvo.(figura 9)

O receptor $§ quimoquina (CCRS) foi, recentemente, descoberto como sendo o
maior co-receptor das células CD4 para cepas com tropismo para macréfagos (m-tropicas),
desempenhando importante papel nos estagios precoces da transmissio sexual pelo HIV-1.
(figura 10) A fusina (CXCR-4) foi descrita como sendo o co-receptor para as cepas com

tropismo para os linfécitos T (t-trépicas).

Segundo MICHAEL et al (1998), as viroses capazes de infectar culturas de
células T (T tropicas) induzem a formag8o de sincicio (SI) e utilizam como co-receptor o
CXCR4, enquanto as viroses com tropismo por macréfagos (m-trépicas) ndo induzem a

formaciio de sincicio (NSI) em linhagens de células T.

As quimoqumas pertencem a uma grande familia de proteinas de baixo peso
molecular, estruturalmente relacionadas, que desempenham papel na quimiotaxia, migragfio

e ativacdo dos leucdceitos, sendo assim proteinas regulatorias da inflamacéo.
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De acordo com ROTTMAN et af (1997), existem duas familias de quimoquinas
conhecidas, cada qual designada pela presenca ou auséncia de um aminodcido separando o
par cisteina da estrutura priméria do peptideo. Essas familias sdo as CXC quimoquinas, que
agem, primariamente, nos neutrofilos e incluem as IL-B ¢ GRO-a quimoquinas ¢ a familia
C-C, que sfo as quimoquinas que agem, primariamente, nas células mononucleares e

eosinéfilos, como a proteina mondcito quimioatrativa (MCP-1), RANTES € a eotaxina.

Os receptores de quimoquinas fazem parte da superfamilia de receptores
heterotriméricos GTP, ligados & proteina G pareada, contendo 7 dominios transmembrana e

4 dominios extracelulares, sendo 1 dominio amino terminal e 3 algas (“loops™). (figura 11)

Os genes que codificam os receptores estdo fregilentemente ligados e apresentam

significativa homologia na seqiiéncia de nucleotideos.

Ainda que compartilhem 75% de homologia na seqiiéncia de aminoacidos,
CCR2b e CCR5 se ligam a diferentes tipos de ligantes como o MCP-1 e MCP-3 para o
CCR2b; e RANTES, MIP-1a ¢ MIP-1p para o CCR5 (ROTTMAN et ai, 1997).

A quimoquina CXC derivada de células do estroma fator 1 (SDF-1) € o umico
ligante natural conhecido do CXCR4. (MICHAEL er al, 1998)

Recentemente, demonstrou-se que os ligantes do CCRS, a saber: RANTES,
MIP-1a e MIP-1B sfio potenciais inibidores da infecgiio por HIV-1 in vitro, (ROTTMAN et
al, 1997).

Segundo HOFFMAN & DOMS (1998), a descoberta dos ligantes naturais de
quimoquinas como inibidores da infec¢fio por viroses m-tropicas em PBMC in vitro,

precedeu a descoberta do proprio CCRS como co-receptor para o HIV-1.

COCCHI et al (1995) demonstraram, que as quimoquinas podem mediar efeitos
antivirais e identificaram RANTES, MIP-1a e MIP-1p como os maiores fatores supressivos
de HIV produzidos por células T CD8+. Acredita-se que os linfocitos CD8 tenham fungio
na conten¢do da infecgiio pelo HIV, particularmente na fase de laténcia clinica e nos “long-
term nonprogressors”, tanto por mecanismos citoliticos, quanto por liberagio de fatores

supressivos de HIV.
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Ainda, segundo COCCHI et al (1995), a atividade dos fatores supressivos
liberados pelo CD8+ ¢ resultado de efeitos combinados de RANTES, MIP-1a. e MIP-1B e o
controle do HIV pelas quimoquinas pode ocorrer tanto diretamente, através da inerente
atividade anti-lentiretroviral, ou indiretamente, através da habilidade de quimioatragfio de

células T e monécitos, nas proximidades do foco de infecgfo.

De acordo com HOFFMAN & DOMS (1998), varios testes tém sido realizados e
formas modificadas de RANTES tém demonstrado ser inibidores da infecgio virai- CCR-3
dependente, mais potentes que o proprio RANTES. Dois derivados amino-terminais foram

reportados como sendo antagdnicos ao CCRS5, porém, ndo induzem a quimiotaxia.

O primeiro dominio de ligacdo do receptor para todas as quimoquinas € uma
pequena seqiiéncia proxima & regiio amino-terminal NH,. Interagbes neste sitio ativam o
receptor e o receptor antagdnico € obtido pelo “truncamento” ou substituicio dentro desta
sequéncia. (BAGGIOLINI, 1997)

Foi ainda demonstrado que a regifioc amino-terminal do CCR35 é o maior sitio de
interagdo com o gpl20, particularmente o residuo negativamente alterado de acido aspartico
nas posicdes 2 € 11 e o residuo de 4cido glutdmico na posi¢do 18. Uma segunda regido

importante para a entrada inclui as algas extracelulares. (DIMITROV, 1997)

Segundo HOFFMAN & DOMS (1998), a formagdo de um complexo
trimolecular, que inclui o envelope viral, 0 CD4 e¢ um receptor de quimoquina &,
supostamente, o passo critico no processo de fusdo da membrana. Estudos prévios
mostraram, que a alga V3 do receptor de quimoquina € o determinante primério do tropismo
do HIV-1, sendo que uma simples mudanca em algum aminodcido dessa regifio pode alterar

o co-receptor a ser utilizado.

De acordo com DITTMAR ef af (1997), anticorpos especificos neutralizantes
para a alga V3 de isolados primarios de HIV-1 inibem a interagdo do gpl20 com o co-
receptor CCRS.
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O CCR5 também chamado de CKR5 ou CC ¢ designado pelo simbolo génico
CMKBRS e seu gene estrutural foi mapeado no cromossomo humano 3p2t (DEAN er ai,
1996).

_ Estudos nesse co-receptor tém indicado que residuos em todos 0s 4 dominios
extracelulares contribuem para a fungfo de co-receptor, com o dominio amino termnal € os
algas extracelulares constituindo, até certo ponto, domirios distintos. As viroses com duplo
tropismo parecem ser mais sensiveis do que as viroses m-tropicas as mudangas estruturais
do CCRS, particularmente na regifo amino terminal (HOFFMAN & DOMS, 1998) e sdo,

CCR5'CD4", enquanto que as linhagens m-tropicas necessitam de altas concentracbes de
RANTES para inibigdo. Isso significa, que quando o HIV se adapta para usar o CXCR4 téo
bem quanto o CCRS5, a interagdio com o CCRS fica comprometida, tornando-se fragil e mais

sensivel as alteragBes na seqiiéncia do CCRS, tanto quanto pela inibi¢io por quimoquinas.

ROTTMAN et al (1997), demonstraram que o CCRS € expresso por pequenas
subpopula¢des de linfécitos e mondcitos/macréfagos, primariamente e, secundariamente,
nos Orgdos linféides e tecidos nfo inflamados e, ainda, nos neurdmios, “astrocitos”,
microglia, epitélio, endotélio, musculatura vascular lisa e fibroblasios. Demonstraram
também, que sitios de inflamag@o cronica tém aumentado o nimero de potenciais células

alvo para infec¢fio por HIV-1.

Apesar de miltiplas exposi¢des ao HIV-1, alguns individuos se mantém néo
infectados. Tal resisténcia foi, recentemente, associada a uma dele¢fo de 32 pares de bases

no gene do receptor de quimoquinas CCRS.

Tal dele¢fio causa um “frame-shift” no aminoacido 185, o que provoca uma
terminagfio prematura da transcricio. A proteina codificada por esse alelo mutante (delta32)
ndo possul os ultimos 3 segmentos transmembranas do receptor e niio € detectada no
citoplasma ou superficie celular. A regifio afetada corresponde a segunda al¢a extracelular
do receptor.(figura 12)
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Essa proteina “truncada” ndo € funcional, tanto como receptor de quimoquinas,

quanto como co-receptor para o0 HIV-1.

SAMSOM et al (1996), demonstraram que o alelo mutante ccrS-delta32 esti
presente em elevada freqliéncia na populagio caucasiana (fregiiéncia alélica=0,092), mas é

ausente nas populagdes negra da Africa central e oriental ¢ entre os japoneses.

Confirmando esse estudo HUANG et af (1996), demonstraram uma freqiiéncia
do alelo delta32 de 0,0808 na populagdo predominantemente caucasiana, sendo 13,3%
heterozigotos e 1,4% homozigotos e ndo encontraram evidéncias do delta32 nos
descendentes de negros e asiaticos. Confirmaram também, que os individuos homozigotos

para o delta32 séo fortemente protegidos da aquisi¢éio sexual da infec¢éio pelo HIV-1.

Segundo HOFFMAN & DOMS (1998), o elevado grau de resisténcia 4 infec¢do
pelo HIV-1 exibida pelos individuos homozigotos delta32 confirma a importéncia do CCRS
para a transmissio viral, e é consistente com estudos prévios, que indicavam que os isolados

virais obtidos ap6s a soroconversio, quase sempre sdo m-tropicos.

Quanto ac heterozigoto para o alelo delta32, vérios estudos mostraram que
individuos com um s6 alelo mutante possuem apenas uma limitada protecio contra a

mfecgdo pelo HIV-1 ¢ uma progressdo mais lenta da doenga.

A durac@o da laténcia clinica ¢ amplamente variavel, e a progressfio para a AIDS
ocorre dentro do periodo médio de 8 a 10 anos, porém, alguns individuos infectados
permanecem saudaveis e sem alteragdes imunologicas por mais de uma década. Essa lenta,
ou em alguns casos, nfo progressdo para a doenga foi associada em varios estudos ao
heterozigoto para o alelo delta-32 e esses individuos sSo chamados de “long-term

survivors”.

De acordo com HOFFMAN & DOMS (1998), a demora na progressdo da
doenca exibida pelos heterozigotos pode ser devida aos baixos niveis de CCR3 na superficie
celular, aumento da secregdo de B-quimoquinas, ou ambos. E ainda, que é importante
descobrir porque as viroses nestes individuos ndo se desenvolvem mais rapidamente para

usar receptores alternativos, como o CXCR4.
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MICHAEL et al (1997b) postularam, que o defeito do gene CCRS reduz o risco
de infecgiio nos soronegativos e prolonga a sobrevivéncia sem AIDS nos soropositivos com
virus NSI, mas nfo com virus SI. Demonstraram, que a co-associacdo do gendtipo
heterozigoto deltaCCRS5, com o fendtipo viral NSI € associada com a nfo progressdo para
doenca pelo BIV-1. Contrariamente, o defeito do gendtipo CCR5 em individuos com o

virus SI nfio € significante.

Esses estudos recentes comprovam que o risco de se tornar infectado ndo
depende s do virus, como também da imunidade e fatores genéticos do hospedeiro, que

também influenciam no padrdo de progressdo da doenca.

KATZENSTEIN et al (1997) mostraram que nos primeiros sete anos da infeccéo
hi uma diferenca estatistica significante em relacfio a progresséo da SIDA, porém, depois de
11 ou mais anos nfo ha diferenca que possa ser detectada entre os heterozigotos para ¢ delta
32 em relagfio aos homozigotos normais. Postularam com esse estudo que devido a presenca
de um alelo delta 32, ha uma redugdo no nimero de co-receptores CCRS, o que leva a uma
reducéio da infecgio pelo HIV-1. Isso ficou comprovado com o baixo nivel de carga viral
medido no soro dos individuos heterozigotos. Postularam, ainda, que esse efeito de protegio
pode ser perdido com o tempo, pois o virus pode ser capaz de usar outros co-receptores além

do CCRS para se fundir e entrar nas células.

STEWART er al (1997), encontraram uma freqiiéncia aumentada do
heterozigoto delta32 nos individuos LTNP (“long-term non-progressors”) € uma contagem
de células CD8, significativamente, elevada nesses individuos em relagiio aos individuos
sem a mutacfio (1218 contra 972 x10° /). Porém, nfio encontraram correlagdo significativa
entre a heterozigoze e a contagem de CD4, carga viral, antigeno p24 e B, microgiobulina no
grupo LTNP. Sugerem que a produgédio dos ligantes (RANTES, MIP-1a ¢ MIP-1[3) em
combinag¢do com a redugfio da expressio/funcdio do CCRS5 nos heterozigotos pode favorecer

a reducfio da progressio da infeccio, enquanto predominarem as linhagens m-trépicas.

E sabido que nos estigios iniciais da infeccio o HIV-1 se utiliza do CCR5 como
co-receptor, porém, durante o curso da doenga o gque se observa € a prevaléncia das
linhagens que se utilizam do CXCR4 (fusina). KATZENSTEIN er al (1997), postularam
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que € possivel que ocorra uma pressdo seletiva favorecendo as linhagens T-tropicas, mais
forte nos pacientes heterozigotos em relacio aos homozigotos selvagens (normais) e que
uma mudanga mais rdpida dos virus M-tropicos para T-trdpicos nos pacientes
hetererozigotos, pode neutralizar parcialmente o efeito benéfico da baixa replicacdo viral nos

estagios precoces da infecgéo.

Confirmando a hipdtese de que o HIV-1 se utiliza de outros co-receptores além
do CCRS5, CONNOR et al (1997), encontraram que, em pacientes com a doenga progredida,
o virus expande seus co-receptores incluindo CCR3, CCR2 ¢ a fusina € que o surgimento de
variantes utilizando a fusina como co-receptor estd associado ao “Interruptor™ do fendtipo

NSI para SI , perda de sensibilidade s quimoguinas ¢ decréscimo na contagem de CD4".

De fato, fo1 demonstrado em um pequeno mameroc de isolados virais de
pacientes, que as bases moleculares para mudanca no tropismo viral foi a alterag@o no uso
dos co-receptores CCR5 para o CXCR4 ¢ que essa mudanca correlaciona-se com a
progressdo da doenga (HOFFMAN & DOMS, 1998).

Isso sugere que o HIV-1 evolui durante o curso da infecgfo para usar uma
variedade de co-teceptores e que esta adaptacio estd associada a progressdo para a doenca

propriamente dita {AIDS).

DITTMAR et al (1997), mostraram que a pressdo seletiva no HIV-1 para o
escape imune da neutralizagio pode resultar no ganho do use de co-receptores.
Contrariamenie, a sele¢do para usar esses novos co-receptores pode resultar no escape dos
anticorpos neutralizantes, j& que o virus coloniza varios tipos celulares, in vivo, durante a

progressdo para AIDS.

Recentemente, varios outros variantes alélicos de receptores de quimoquinas,

que afetam a patogénese do HIV-1 t€m sido descritos. (tabela 11)

QUILLENT ef al (1998), encontraram uma mutacio de ponto (T—>A) na posigéo
303 do gene CCRS, que introduz um codon-stop prematuro, produzindo uma proteina

truncada sem qualquer expressdo como co-receptor funcional. O alelo M303 ¢ um variante
muito raro (freqgiiéncia alélica <1%) (MCDERMOTT et al, 1998). Porém, segundo
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QUILLENT et al (1998), a combinagcéio de 2 alteragcGes distintas (CCR5delta32/m303)
confere um fenotipo resistente a infecgéio ao HIV-1 in vifro, que € indistinta da homozigoze
delta32. Concluem, que a homozigoze M303 e sua associacio com o alelo deletado delta32
podem somar para os casos inexplicados de resisténcia ao HIV-1 em individuos com um

aparente gendtipo selvagem CCRS ou um trago heterozigoto delta32.

Recentemente, 3 sitios genéticos distintos, com pequena distincia no
cromossomo 3p21 (CCR2, CCR5P, CCRS5), mais o SDF1 no cromossomo 10qll foram
identificados, codificando alelos comuns, que independentemente, delimitam ou awmentam a
razio da progressio paré AIDS entre os HIV-1 infectados.(MARTIN et al, 1998b). Um alelo
variante do co-receptor CCR2 para o HIV-1 (CCR2-641 ou 46295G/A - freqiiéncia alélica
de, aproximadamente, 10%) ¢ associado com a diminuicdo na progressdo para AIDS em
heterozigotos. O CCR2-641 esta ligado a uma mudanca de base no promotor do CCRS,
porém, ainda ndo se sabe a sua importéncia funcional MCDERMOTT et al, 1998).

O polimorfismo do receptor de quimoquina CCR2b ¢ uma mutagio de ponto
conservativa, resultando em uma substituicdo de uma valina por wma isoleucina na regido do
primeire dominio transmembrana. Diferente do efeito diferencial do fendtipo viral no delta-
32 para progressido da doenga, nenhuma associagiio estatistica significante do fendtipo viral
foi observada para o CCR2b-641. Em um outro estudo, 0 CCR2b-641 foi associado a uma
diminuigdo na progressio da doenga, mas nfio reduz o risco de infecco. Porém,
MICHAEL, LOUIE, ROHRBAUGH, et al (1997), conclufram em seu estudo que o

polimorfismo CCR2b-64I néo se associa com a diminui¢do na progressio para a doenga.

Enfatizando a fimgfio do CCR5 como maior co-teceptor para o HIV-1, HENDEL
et al (1998) encontraram uma prevaléncia elevada dos alelos mutantes entre os soropositivos
assintomaticos por mais de 8 anos (“slow-progressors”) para o CCRS5 (p<0,0001), mas nio
para 0 CCR2 (p=0,09) ou para o SDF1 (p=0,12). Encontraram uma prevaléncia do alelo
mutante CCR2 significantemente aumentada entre os homozigotos “slow-progressors™ para
o tipo selvagem CCRS, quando comparados com os soropositivos com contagem de CD,
<300/mm® (“fast-progressors”). Concluiram que o efeito do CCR2-641 ndo é adicional ao
efeito do CCR5-delta 32, porque ndo foi observado nos individuos heterozigotos delta32.
Nenhum efeito significante foi encontrado para o heterozigeto mutante SDF1 entre os
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individuos “slowprogressors”. Porém, um efeito no controle da progressio da doenga foi
encontrado para os homozigotos SDF1-3’A/3’A nos individuos CCR5 +/+. Os efeitos do
CCR2 e SDF1 foram observados apenas entre os homozigotos tipo selvagem CCRS,
sugerindo que seus efeitos sejam mascarados pela fung@io predominante do alelo CCRS
delta32. Como para o CCRS, seus efeitos também acontecem nos primeiros apos de
infeccio (HENDEL ef ai, 1998).

Um outro alelo, variante da quimoquima SDF-1 (ligante do CXCR4) afeta a
progressdo para AIDS em individuos homézigotos. A alteracio neste alelo ¢ uma simples
mudanca de base na regifo ndo traduzida 3’ do RNAm SDF-1 (SDF1-3’A). Um possivel
mecanismo de a¢fio pode envolver um aumento na produgdo de SDF-1, guiando para um
blogqueio do CXCR4. (MCDERMOTT er al, 1998)

A regido do promotor CCRS foi caracterizada e a transcri¢do € regulada por dois
dominios, com o mais forte localizado na regifio que inclui o intronl, o exon2 e parte do
exon3. Quatro alelos variantes comuns foram detectados por HPLC, CCR5P1-P4 e 6 alelos
raros, CCR5P5-P10, por SSCP. O seqlienciamento da regidio promotora do CCRS de
individuos homozigotos para os variantes P1.P4 e heterozigotos para os variantes raros,

revelou 10 posi¢cdes polimorficas de nucieotideos (MARTIN et al, 1998b).

O CCR5PI1 representa o primeiro variante alélico, que acelera a progressio para
AIDS, e a freqtiéncia do gendtipo CCR5P1/P1 € de 12,7% em caucasianos € 6,7% em afro-
americanos. (MARTIN et al, 1998b)

Andlises compostas genético-epidemiolégica dos gendtipos que carmregam
CCR5P1, CCR5delta32, CCR2-641 ¢ SDF1-3’A, confirmaram a influéncia regulatéria
distinta de cada gene na progressdo para AIDS (MARTIN ez al, 1998b).

Como os dois alelos protetores sdo dominantes e, invariavelmente, carregados
no haplétipo alternativo CCRS5P1, (641.P1.+) e (+.Pl.delta 32), um aumento na freqiiéncia
na protecdo do heterozigoto nos slow/nonprogressors sugere que os alelos protetores
dominantes tem efeito mais forte do que o alelo cis-associado do promotor CCR5P1, ao

menos nos heterozigotos. O cancelamento da acelera¢iio para AIDS do P1/P! pelo genétipo
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protetor CCR5/CCR2 implica que os 2 efeitos sdo brutalmente equivalenies em promover ou
impedir a patogénese da AIDS, respectivamente. Quando o homozigoto CCR5P1/P1 ocorre
em individuos que sio heterozigotos para protecdio (2-641/5-delta32), seus efeitos s&o
balanceados, particularmente nos anos tardios apds a soroconversdo (7-20 anos), porque 0s
efeitos ndo sdo significantemente diferentes em pacientes que sobrevivem a4 AIDS por
longos periodos. (MARTIN et al, 1998b)

KOSTRIKIS er af (1998), descreveram uma variante na posi¢éo 927 do intron2
do gene CCRS5 {CCR5P-927), que estéd ligado em desequilibrio (“linkage desequilibrium”)
com o variante protetor CCR2-641. Verificaram que todos com o haplétipo (641.P1.+)
continham o tipo CCR5P-927T, confirmando a forte associacfo de ligagio em desequilibrio
dos 2 sitios.(variante 927 - T substituindo C ). Esses dados afirmam a associagio do CCR2-
641 ¢ CCR5-927, porém nfio sustentam, nem refutam a idéia que o CCR5-927T explique
adequadamente a protec¢fio do CCR2-641 (MARTIN ez al, 1998b).

MCDERMOTT ez al (1998), descreveram um polimorfismo A/G, comum no par
de base 59029 no promotor do CCR5, que afeta a razfio da progressdo para AIDS em
homossexuais infectados. Num grupo de soroconvertidos deficientes tanto para o CCR5-
delta 32 quanto para 0 CCR2-641, os individuos 59029-G/G progrediram para AIDS, numa
média de 3-8 anos, mais devagar que os individuos 59029-A/A (p=0,004). Em discordincia,
59029-G/A ndo se relaciona com indices contraditorios de infecg@o. Diferente do delta32-
CCR3, que s6 € encontrado em brancos, tanto 0 59029-G quanto o 59029-A sdo encontrados
em altas freqiiéncias em todos grupos raciais testados. E os dados mostraram, que o efeito
de protegiio do 59029-G relativo ao 59029-A ¢ independente de qualquer protegéio conferida
por CCR5-delta32 e CCR2-641.(tabela 12)

Segundo DIMITROV (1997} os peptideos da regific N terminal do CXCR4 em
altas concentragGes, podem inibir a infecgfio. Um derivado peptidico com 9 residuos (ALX)
imibe a infeccdo pelo HIV-1 em relativa baixa concentragfio, pela interagio com as algas
extracelulares 1 ¢ 2 do CXCR4. Essa regifio € a mesma com atividade de co-receptor para o
HIV-1. Ainda que esta molécula (ALX) nfo iniba a entrada mediada pelo CCRS, isto &

importante para provar que o0s co-receptores podem ser alvos de pequenas moléculas
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o uso do CXCR4, pode ser usado como inibidor, em adi¢do as outras drogas.

MARTIN et al (1998a), reportaram que uma mudanca silenciosa C— T na
isoleucina 261 € o tnico polimorfismo encontrado no CXCR4, além de ser raro (fregiiéncia
alélica=0,0075). O gene CXCR4 contém 2 exons, interrompidos por um intron de 2132 bp
entre os codons 5 e 6 da seqitiéncia codificadora. Postularam, que 0 CXCR4 ¢ mais critico a
fisiologia normal do que o CCRS, pois este possui uma distribuigdo de expressdo mais
limitada (2 dos 3 ligantes do CCRS interagem com outros receptores de quimoquinas,
enquanto uma relacdo tnica existe entre 0 CXCR4 ¢ o SDF1). Essa interacfio mais rigida
entre estrutura/fun¢dio pode predizer um aumento de toxicidade clinica para terapia com
drogas, gulado pelo CXCR4 em oposic¢iio ac CCRS.

Segundo DIMITROV (1997), o namero de co-receptores usados pelo HIV efou
SIV agora sdo dez: CCRS, CXCR4, CCR3, CCR2b, STRL33, GPR15, GPR1, V28, CCRS,
US28.

Uma interessante possibilidade € que alguns co-fatores para entrada do HIV-1
podem nio ser proteinas, mas glicolipideos. Um glicolipideo neutro, possivelmente, com 3
grupos de aglcar na cabeca polar, pode servir como um co-fator alternativo e/ou adicional
na fusdo do HIV-1-CD4 dependente. Isso dd uma nova dimens3o na habilidade do HIV-1

em usar uma variedade de moléculas como co-receptores.

Confirmando essa possibilidade, HOFFMAN & DOMS (1998) colocam gue
uma descoberta interessante foi a de que algumas viroses podem utilizar os receptores de
quimoquinas na auséncia do CDy4. Algumas linhagens de HIV-1, HIV-2 ¢ do virus da
imunodeficiéncia felina (FIV), adaptadas em laboratorio tém demonstrado utilizar o CXCR4

num mecanismo independente da via CDy.

Desta forma, de acordo com DIMITROV (1997), torna-se visivel que na
evolucdo do HIV, os co-receptores podem ter inicialmente servido como receptores, € 0 uso

do CD4 é uma adaptagéio mais recente, como sugerido por R. Weiss.
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Todos esses estudos vém confirmar a natureza multifatorial ¢ complexa da

patogénese da infecgdio pelo HIV-1.

1.2.5. Como evelui a doenca

Ap6s a entrada do virus e perda de sua capa, que permanece no exterior, a
transcriptase reversa transcreve 0 RNA viral em uma fita dupla de DNA. Nesse momento o
DNA viral (provirus) migra para o nicleo celular para se inserir nos genes da célula

hospedeira.

Segundo MONTAGNIER (1995), para que o HIV possa integrar seu provirus
nos cromossomos dos linfocitos T4 € preciso que estes estejam ativados. Assim, se o
linfécito estiver ativado, por um antigeno especifico, a integracfio do provirus pode ocorrer e
sua expressdo em RNA e proteinas virais € possivel. Uma vez inserido nos genes da célula

hospedeira, o provirus pode entrar numa fase de laténcia.

Segundo CAMARGO (1994), a caracteristica do HIV de se manter em estado de

laténcia por longos periodos favorece o seu escape do sistema imunolégico do hospedeiro.

Eventualmente, esses provirus podem se desprender dos outros genes e passar a
comandar os mecanismos celulares e, uma vez completa a particula viral, esta emerge do
citoplasma da célula para o exterior, através de um processo de gemulacfio lenta, sem
destruir a célula hospedeira, ou através de um processo mais rapido, Jevando 4 lise da célula
(CAMARGO, 1994).

De acordo com MONTAGNIER (1995), se o linfocito estiver numa fase de
ativagéio favoravel, o virus nfio leva mais de algumas horas para realizar todo e€sse processo.
Segundo dados de PERELSON et af (1996), a média estimada da produgiio do HIV-1 total é
de 10,3 x 10° virions por dia.
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Depois de instalado no organismo humano, o virus da AIDS passa por varias
etapas. Na primeira fase, o virus se replica rapidamente. Apos algumas semanas,
desaparecem os sintomas e diminui o namero de particulas virais nos fluidos sangiiineos.
Os virus vio se alojar no interior das células T, macréfagos, células do sistema nervoso,
intestino € medula dssea. Apds um periodo de tempo varidvel, ocorre enfartamento dos
ganglios linfaticos, provocado pelo estimulo constante do antigeno viral, seguido de uma
diminui¢éio do nimero de linfécitos T4 na corrente circulatoria. (CAMARGO, 1994)

Os macrofagos sfo capazes de fagocitar, processar e apresentar antigenos para os
linfocitos T e B. Quando nfio ativados sdo chamados de monécitos. Segundo
MONTAGNIER (1995), os monécitos sio os primeiros a migrar ao local da infec¢éo para
enfrentar o intruso. Transformam-se em grandes células aderentes, os macréfagos, capazes
de realizar fagocitose. Por absorgdo e, depois, digestfio, os macréfagos tentam destruir as
células infectadas. O problema no caso do HIV, € que este consegue se replicar igualmente
dentro dos macrofagos e, quanto mais estes se multiplicam para digeri-lo, mais ele se

desenvolve.

De acordo com STANLEY & FAUCI (1995), a gemulagio a partir de um
macrofago pode ocorrer tanto na membrana celular, quanto intracelularmente dentro de
organelas. Esse brotamento intracelular do virus pode permitir ao macréfago infectado que
escape do reconhecimento pelo sistema imune. Ainda, ao contrario do que ocorre com os
linfécitos T4, a infecgdo dos macréfagos pode ocorrer eficientemente em populagdes ndo
proliferativas. Esses aspectos da infec¢do dos macréfagos sugerem que essas células podem
servir como importante reserva para o HIV. Realmente, dados de WEI ef al (1995) mostram

que os tecidos linforeticulares servem de reserva primaria e lugar para replicagido do HiV-1.

1.3. TRATAMENTO

1.3.1 O uso de antiretrovirais

O objetivo principal da terapia anti-retroviral € retardar a progressio da
imunodeficiéncia, aumentando o tempo e a qualidade de vida do individuo infectado
(BRASIL. Ministério da Sande, 1999c¢).
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Inicialmente, as terapias antivirais contaram com o uso do AZT e outros
inibidores simples de transcriptase reversa (RT). Nos tltimos 3-5 anos, varios analogos
nucleosideos, que competem com a trapscriptase reversa (RT) viral foram introduzidos no
tratamento. Como o AZT, muitos precisam ser ativados por fosforilagdo intracelular

(LEVY, 1998).

Devido aos efeitos antivirais das monoterapias com inibidores de RT serem
limitadas, o use de duas ou trés drogas foram iniciadas. Em geral, a adigio de um analogo

nucleosideo aumenta a eficacia do tratamento. (LEVY, 1998)

Os inibidores de protease deram um maior auxilio no manejo da infec¢éo pelo
HIV. Essencialmente, a adi¢io dos inibidores de proteases as drogas, com diferentes efeitos
antivirais, comandou resultados promissores no controle persistente da replicaciio do HIV e

restauragio do curso clinico assintomatico. LEVY, 1998)

De acordo com o Ministério da Saide (BRASIL. Ministério da Satude, 1999c¢), o
inicio da terapia esta indicado para todo paciente com manifestacdes clinicas associadas ao

HIV, independeniemente da contagem de linfocitos T-CD4+ e da carga viral. (Quadrol).

O maior efeito nos niveis de cépias virais veio com o uso da terapia com 3

drogas associadas, no qual duas delas anti RT e uma mibidora da protease.

Atualmente, existe uma séric de imbidores de proteases € de RT
avaliados.(Quadro 2)

Um grande problema para a terapia antiviral ¢ a resisténcia as drogas, o que tem
sido visto em muitos tratamentos. A resisténcia cruzada aos inibidores de protease ¢ muito
observada (LEVY, 1998).

Algumas vezes, as terapias antivirais podem comprometer a fungio do sistema
imune. Alguns estudos sugerem, que a terapia com AZT reduz a proliferagdo celular ¢ pode
ser toxica para o sistema imune. O AZT e o 3TC interferem na proliferacio das céhulas T.
Entretanto, em vérias situacdes, hd uma melhoria da imunidade mediada por c€lulas ¢ uma

reducio da ativagio imune. (LEVY, 1998)
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Segundo o Ministério da Saide (BRASIL. Ministério da Satde, 1999¢), a
decisio quanto ao esquema a ser utilizado na terapia inicial dever ser feita de forma
individualizada, baseando-se nos pardmetros clinicos, laboratoriais e farmacologicos das
drogas anti-retrovirais disponiveis. A terapia inicial deve ser composta por, pelo menos, 2
inibidores da transcriptase reversa - andlogos de nucleosideo, podendo-se associar um
inibidor da transcriptase reversa ndo-anélogo de nucleosideo ou um inibidor da protease
viral em situacdes especificas. A monoterapia é considerada um tratamento inadequado, €
ndo deve ser utilizada. O uso isolado da zidovudina é aceitdvel apenas para mulheres
gravidas, como quimioprofilaxia da transmissdo mie-filho, quando n3o houver outra

indica¢fio de terapia anti-retroviral.(Quadros 3 ¢ 4)

Varios estudos tém sido realizados para encontrar modalidades terap€uticas que
ataquem o virus ou as células infectadas por €le. Desde que se soube que algumas
citoquinas afetam a progressdo da doenca e a infecgdio do HIV, algumas manipula¢Ses
desses produtos celulares tém sido consideradas. Alguns estudos sugerem, que o IL-2 em
combinacdo com o « interferon (IFN-o) pode, transitoriamente, aumentar 0 numero de

células T CD4+ e reduzir a replicagéo viral in vivo (LEVY, 1998).

As terapias baseadas no sistema imune encorajam o usc de citoquinas, que
podem restaurar a imunidade mediada por células ou guiar o decréscimo dos efeitos t6xicos

dos produtos celulares, como o Fator de Necrose Tumoral-o (INF-a) (LEVY, 1998).

Imagina-se como uma situagéo 6tima de controle da infec¢do, a administragéo de
drogas antivirais juntamente com a terapia com citoquinas, como feito em alguns protocolos
anticancer (LEVY, 1998).

A imunoterapia passiva e caminhos antivirais baseados em anticorpos séo outra
alternativa no tratamento da infecgio pelo HIV, mas ainda ndo mostraram nenhum efeito
benéfico consistente (LEVY, 1998).
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1.3.2. Perspectivas

No desenvolvimento de vacinas, vérias caracteristicas da infecgdio pelo HIV e
transmissio devem ser consideradas. Os maiores desafios no desenvolvimento de vacinas
incluem a heterogeneidade viral, a necessidade de imunidade local da mucosa, as potenciais

respostas auto-imunes ¢ a transmissdo viral por células infectadas (LEVY, 1998).

De acordo com o Ministério da Saide (BRASIL. Ministério da Saade, 1999d), a
vacina ideal devera estimular respostas imunologicas capazes de bloquear a infec¢éio por via
sexual, intravenosa ¢ a transmissdo materno-fetal, e ainda devera ser capaz nio s6 de
produzir anticorpos capazes de neutralizar particulas virais livres mas também respostas
imunolégicas celulares, capazes de destruir células infectadas, ¢ ainda € provavel que sejam
necessérias diversas vacinas (ou verdadeiros “coquetéis”) para lidar com os varios subtipos

do HIV prevalentes nos diversos paises afetados pela epidemia.

Um outro grande problema ¢ a busca do modelo animal apropriado. Estudos
com SIV e a utilizagio do macaco como modelo experimental tem sido Wteis no estudo de

vacinas com lentivirus.

Dois modelos de primatas tém sido os mais amplamente utilizados: a) Em
macacos Rhesus, os protocolos vacinais t€m sido feitos utilizando-se o SIV (virus da
imunodeficiéncia simia), porém com excecdo daqueles que empregam virus atenuado por
dele¢do génica, os resultados tém sido pouco estimulantes em relagio 4 imunidade e
subseqliente protecdo; b) Em chimpanzés, os estudos se mostram mais promissores, tendo-se
observado alguma protegdo em alguns protocolos vacinais. (BRASIL. Ministério da Savide,
1999d)

Como exemplos de suposta protegéio contra a infecgdo por HIV ou SIV temos:
chimpanzés imunizados com gpl20 recombinante e infectados com isolados primérios ou
laboratoriais de HIV-1. macacos protegidos contra HIV-2 ou SIV através de variados
caminhos de vacinas. macacos vacinados com SIV vivo atenuado (deletado-nef). macacos
expostos a baixa dose de inoculagfio retal de SIV. macacos e babuinos infectados com SIV
ou HIV-2 atenuados protegidos de superinfeccio por linhagens patogénicas ¢ individuos
soronegativos com exposicdes miltiplas ao HIV (LEVY, 1998).
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De acordo com o Ministério da Satde (BRASIL. Ministério da Saade, 1999d),
os produtos candidatos a vacinas estdo sendo desenvolvidos € avaliados com trés
finalidades: a) vacinas preventivas: para impedir a infecgiio pelo HIV (imunidade
esterilizante) ou prevenir a evolucdo para AIDS (imunidade parcial); b) vacinas terapéuticas
ou imunoterapia ativa: para impedir ou retardar a progressdo da doenga, dimmuir a carga
viral em pessoas infectadas pelo HIV e reduzir a transmissdo da infecglio pelo HIV de
pessoas infectadas para seus contatos; c) vacinas perinatais: para impedir a progressio da

doenca em gestantes infectadas e a transmissfio da infecciio viral a crianga.

Essencialmente, 9 tipos de vacinas para prevencdo da infecgdo tem sido
exploradas: virus mortos (naturais ou construidos), variantes vivos atenuados (naturais ou
construidos), vacinas de subunidades (glicoproteinas de envelope gp 120, gpl160 ¢ gpdl),
proteinas gag- oligomerizagfio (naturais ou construidas), proteinas virais em vetores vivos
(p.ex.: virus vaccinia, poliovirus, virus herpes simplex, adenovirus, baculovirus, particula Ty
¢ variadas bactérias), micleos virais com envelopes protéicos (pseudovirions e particulas
parecidas com virus-VLPs), peptideos seqlienciais derivados do HIV (p.ex.: epitopos V3,
epitopos CTL/Th), anti idiotipos de anticorpos neutralizantes, transferéncia de DNA génico
€, por altimo, proteinas derivadas de plantas (LEVY, 1998).

Por causa da natureza intracelular do HIV, a resposta imune mediada por células
aparece sendo o mecanismo mais importante para o controle e prevengdio da infecgfo.
Assim, os efeitos benéficos das vacinas, podem ser aumentados através da co-administraréio
de citoquinas, que podem influenciar a resposta imune. {LEVY, 1998)

Em relagdo as vacinas terapéuticas, resultados preliminares de testes iniciais
utilizando como produto vacinal o virus inativado e deletado da glicoproteina viral gp120
(REMUNE) em pessoas infectadas pelo HIV mostraram ampliacfo da resposta imunitdria ao
virus com estabilizagio ¢ até¢ aumento do numero de linfécitos CD4+ nos recipientes da
vacina.(BRASIL. Ministério da Saide, 1999d)

Todas as vacinas necessitam de co-adjuvantes apropriados, que possam
aumentar, seletivamente, a imunidade mediada por células ou humoral. A vacina ideal é

aquela que, sem toxicidade, seja capaz de induzir a neutralizaciio sem aumentar os
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anticorpos € que possa produzir respostas imunes salientes nos sitios de mucosas, tanto

quanto no sangue (LEVY, 1998).

Por esse motivo, segundo ¢ Ministério da Satde (BRASIL. Ministério da Sauade,
1999d), antes que um produto candidato & vacina anti-HIV seja avaliado em seres humanos,
s30 realizados testes em pequenocs animais e, posteriormente, em primatas ndo-humanos. Se
os produtos se mostrarem seguros € capazes de estimular o sistema imunolégico, podem
entfio entrar na fase humana de ensaios clinicos. No quadro 5 pode-se observar um resumo

do desenvolvimento de ensaios clinicos com produtos candidatos a vacinas.

Apesar de todas as dificuldades, hd um otimismo na comunidade cientifica em
relacdo a possibilidade de se desenvolver uma ou mais vacinas com eficécia variada contra o
HIV.

A tabela 13 hsta os tipos de vacinas experimentais anti-HIV que foram ou estio
sendo testadas.

Os presentes testes com vacinas realizados em vérias partes do mundo devem

oferecer informacdes importantes ao longo dos préximos anos (LEVY, 1998).
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2. OBJETIVO



Determinar a freqiiéncia do alelo mutante delta32 do geme ccrS em uma
populagdo de individuos portadores de infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
atendidos no Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Objetivo
3



3. MATERIAL E
METODOS



3.1. POPULACAO DE ESTUDO:

A populagdo de estudo foi constituida dos individuos que fregiientam os
ambulatorios de HIV-AIDS da Disciplina de Moléstias Infecciosas do Hospital das Clinicas
da UNICAMP.

3.1.1. Critérios de seleciio:

Foram selecionados individuos de ambos os sexos e que possuiam o diagnéstico
de infecclo pelo HIV através do ELISA e confirmados por “Western Blot”. Nio foi

considerada a fase da doenga para fins de incluséo no grupo.

3.2. METODOS LABORATORIAIS:
3.2.1. Caracterizacio gendmica:
A. Coleta do sangue:

A coleta de sangue foi realizada no ambulatério de coleta do HC-UNICAMP. O
sangue (Sml) foi recolhido em frasco de vidro 2 vacuo contendo EDTA, como
anticoagulante.

B. Extracio do DNA:

O DNA foi extraido utilizando-se o0 DNA E-Z Isolation Kit (Lifecodes
Corporation). Em resumo, uma aliquota de 0,25-0,50ml de sangue total foi submetida a um
tampdo de lise celular e, em seguida, a um tampio de lise protéica. A seguir, a amostra foi
tratada com uma mistura de proteinase K/SDS/tampdo de lise celular, para remo¢do das
proteinas e nucleases livres. [Entdo, foi adicionada 4 amostra os sais condicionantes
(incuindo o LiCl), seguido do tratamento com etanol 100% e 70%, para precipitagdo e
hidratagdo do DNA, respectivamente. A amostra foi ressuspensa com agua (milli-QQ).

Contetido dos reagentes: tampfo de lise celular- contém sucrose, cloreto de
magnésio ¢ TritonX-100 em tampéo Tris; tampdo de lise protéica- contém EDTA sadio e
cloreto de sodio em tampéo Tris; proteinase K- contém proteinase K em tampao Tris € o

conditioning salt- contém cloreto de litio.
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C. Ampliificaciio ¢ digestao enzimatica:

Amplificagdo — A regidio correspondente ao CCR-5 foi amplificada utilizando
os iniciadores (“primers”), descritos por SAMSON ef al (1996).

5—CCTGGCTGTCGTCCATGCTG-3%¢

5’~CTGATCTAGAGCCATGTGCACAACTCT-3°

A mistura para a reacio do PCR foi a seguinte: 1,5pg DNA; 2mM MgCly;
0,25mM DNTP mix; 50 ng de cada primer; 2U tagq.

As condi¢des do ciclo do PCR foram as seguintes: 94°C por 5min (1 ciclo);

94°C por Imin, 57°C por 1 min, 72°C por 1 min (34 ciclos); 72°C por 7 min (1 ciclo).

Os produtos do PCR foram detectados em gel de agarose 1,5% em tampéo TBE.
A visualizacfio foi realizada com impregnacio por brometo de etidio sob luz ultra-violeta

UV).

Digestio emzimatica - Apds a reagio de PCR, 10pl de cada amostra foi
incubada por 60 min a 37°C, com 10U de EcoRI.

Os produtos da digestdo enzimdtica foram detectados em gel de agarose 2,0%
em tampio TBE e a visualizacfio foi realizada com impregnacdo por brometo de etidio sob
luz UV. Os resultados foram comparados com os descritos por SAMSON et al (1996).

3.2.2. Determinacie da carga viral:

A quantificacio da carga viral foi realizada utilizando o sistema Nucleic Acid
Sequence Based Amplification (NASBA).

O NASBA ¢ um teste de amplificagdo isotérmica de éacido nucl€ico para
determinagfo quantitativa de RNA de HIV-1 em plasma ou soro humanos (BRASIL-
Ministério da Saude, 1998).
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O teste foi realizado em 4 etapas:

I. liberagdo do acido nucléico- para cada amostra de 1ml de soro ou plasma, foi
adicionado 9 ml de tampéo de lise, contendo tiocianato de guanidina e detergente Triton x

100. (O 4cido nucléico € liberado);

2. isolamento do 4acido nucléico- ao tampéo de lise foram adicionadas particulas
de silica e 3 controladores, que sdo amostras de RNA sintético, com concentra¢es alta,
meédia e baixa (Qa, Qb, Qc). Essas amostras de RNA sdo controles internos e diferem do
HIV-1 apenas por uma pequena seqiiéncia. Essas particulas foram lavadas vérias vezes (o

acido nucléico esta ligado as particulas de didxido de silica) e em seguida, eluidas.

3. amplificagfo- a amplificacdo das amostras ocorrem ao mesmo tempo, que a
dos 3 calibradores. A cada amostra foi adicionado uma solu¢do de primer (primer
liofilizado+diluente). Depois de incubar a 65°C, as amostras foram incubadas &4 41°C. Foi
entdo, adicionada uma solucfio de enzimas (enzima liofilizada+diluente) e incubada

novamente, a 41°C.

4. detecgo-aliquotas de cada amostra amplificada foram adicionadas a 4 tubos.
Cada tubo continha uma sonda especifica, marcada com ruténio para um dos RNAs (WT-
wild type, Qa, Qb ou Qc). A solugdio de hibridizagiio de todos os tubos possuia uma sonda
genérica ligada a esferas magnéticas através do complexo estreptoavidina-biotina. A
detecolio foi entéio realizada no Sistema NASBA QR. A detecgdo baseia-se no principio de
eletroquimioluminescéncia do Sistema. O computador traca uma curva padrio, utilizando
os 3 calibradores e, a partir dessa curva, é calculada a concentragio do RNA (WT) ¢ o

resultado € fornecido em cépias/ml.

3.2.3. Determinaciao de subpopulacées linfocitarias:

Para a determinacio das subpopulacGes linfocitérias foi realizada a citometria de
fluxo com o equipamento ORTHO-CYTORONABSOLUTE com painel de monitoragdo de

trés cores.
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O ORTHO CYTORONABSOLUTE consiste de:

1. unidade principal: sistema fluidico (que faz o transporte das células em
suspenséio, até aonde estd o laser); sistema Optico (que detecta a iz refletida, refratada,
difratada e emitida pelas células em varios angulos); sistema elétrico (que converte 0s sinais

Spticos em elétricos, que sdo digitalizados para serem analisados pelo computador);
2. sistema processador awtomatico das amostras (“autobiosampier™)
3. sistema de computaggo.

Foram, para cada amostra, rotulados 3 tubos de ensaio plisticos ¢ pipetados
100p] de sangue total em cada tubo e adicionado 10pl de cada reagente (ortho ™ trio control
(FITC/PE/CyP) Monoclonal antibodies {(murine), Ortho R trio (CD4/CD8/CD3) Ortho ® trio
(CD16/CD19/CD3) no tubo apropriado. Foram entdo, incubados por 30min, em
temperatura ambiente e protegidos da luz. Em seguida foi adicionado, em cada tubo 2ml de
solucio de lise (ortho mune ™ lysing reagent) e incubados por 15 min, em temperatura

ambiente, protegidos da luz.

Para o controle de qualidade foram realizados os seguintes procedimentos: um
tubo plastico foi rotulado e pipetado 1ml de ortho count calibration kit 1, um tubo plastico
foi rotulado e pipetado 1ml de ortho count calibration kit 2, um tubo plastico foi rotulado e
pipetado 1ml de ortho count calibration kit 3, um tubo plastico foi rotulado e pingou-se 1
gota de QC Windows com 1ml de PBS, um tubo plastico foi rotulado e pingou-se 1 gota de
“Certified Blank” com 1ml de PBS.

Foram, entdo, realizados os procedimentos necessirios para a leitura das
amostras ¢ do controle de qualidade no sistema “Cytoron” e no microcomputador. (De

acordo com o protocolo fornecido pelo representante do equipamento.)

3.2.4. ELISA

O ELISA foi realizado utilizando-se o método COBAS CORE Anti-HIV1/2
DAGS, que é um imunoensaio enzimatico de antigeno em duplo sanduiche, planejado para a
detec¢do dos anticorpos IgG e IgM para HIV1 ¢ HIV2 no plasma ou soro humanos. Todos

os passos do ensaio foram realizados automaticamente, no sistema COBAS CORE. Em
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resumo, 200pul de soro de cada amostra foram pipetados em microtubos, colocados nas
estantes devidamente numeradas, que foram introduzidas no aparelho para a realizagio do
teste. No primeiro passo, as amostras € os controles foram incubados com antigenos
recombinantes imobilizados em fase sélida (pérola de polictileno). Os antigenos
recombinantes consistem de proteinas imobilizadas. O material que nfo se liga € removido
pela lavagem das pérolas. Na segunda incubaggio, que € realizada com proteinas do envelope
e nicleo do HIV1, marcadas com peroxidase, detecta-se os anticorpos humanos especificos
ligados aos antigenos da fase sélida. Apos a lavagem das pérolas, as enzimas ligadas sdo
medidas por uma reagfo colorimétrica, usando o tetrametil benzidina (TMB) e o peréxido de
hidrogénio, como substrato. A absorbincia, medida pelo fotdbmetro, € proporcional i
quantidade de anticorpos anti HIV1 presentes na amostira. O resultado foi entdo avaliado,
baseado num valor de corte calculado & partir de amostras controles, que foram testadas em

paralelo.

3.2.5. Western Blot

Para o teste de “Western Blot” foi utilizado o conjunto HIV-Blot da Genelabs
Diagnostics, que € um ensaio imunoenzimatico qualitativo para a detecgiio “n vitro” de
anticorpos a0 HIV1 e para amostras de soro ou plasma humanos, que se encontram
repetidamente reativas, utilizando-se o ELISA. As tiras de mitrocelulose sdo incorporadas
com proteinas antigénicas de HIV1 inativado parcialmente purificados, utilizando-se ligagio
eletroforética, mais um peptideo sintético do HIV2 na mesma tira. Tiras individuais de
nitrocelulose sdo incubadas com o soro diluido e com os controles (ndo reativo, reativo fraco
e reativo forte). Anticorpos especificos ao HIV1 e HIV2, se estiverem presentes na amostra,
vio se ligar as proteinas do HIV1 e ao peptideo do hiv2 nas tiras. Em cada canaleta da
bandeja fornecida para o teste, foi colocada uma tira para cada amostra de soro € uma para
cada controle. Foi entdo, adicionado 2 ml de tampéo de lavagem diluido em cada canaleta e
incubado por cinco minutos em temperatura ambiente, sob uma plataforma de agitagio. Em
seguida, o tampéo foi aspirado e adicionado 2ml de tampdo de incubag@io em cada canaleta
com 20 ml da amostra e 20 ml de cada controle e incubados por uma hora em temperatura

ambiente, sob agitagdio. A amostras foram entfio aspiradas € as tiras foram lavadas trés vezes
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com 2 ml de tampdo de lavagem diliido, deixando de molho por cinco minutos sob agitacéo.
A seguir, foi adicionado 2 ml de solugfio de conjugado de trabalbo em cada canaleta e
incubado por 15 mimutos, sob agitagio. O substrato foi aspirado e a reagfio foi interrompida

com 4gua destilada. Os resultados foram analisados segundo recomendagio do fabricante.

3.3. CLASSIFICACAO CLINICA

A classificaciio clinica adotada foi 4 descrita por ‘Castro e cols., 1993,

apresentada resumidamente no quadro abaixo:

CD4 + (/mm”) Categorias

clinicas

Agudo assintomdtico  Sintomdtico AIDS

(nem A nem C)
> 500 Al Bl Cl
200 —499 A2 B2 C2
<200 A3 B3 C3

* CASTRO, K.G. et al. apud LEVY, J.A.- HIV and the Pathogenesis of AIDS. 2ed. Washington, ASM
PRESS, 1998. 588p
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4. RESULTADOS



Na Figura 1, apresentamos o resultado da amplificagdio com os iniciadores
mencionados de alguns dos DNAs extraidos, representativos de pacientes da populagio
estudada. Nota-se que a técnica produziv um fragmento de 735pb, conforme descrito por
Samson ef al (1996), correspondente ao gene CCRS. Em todos os demais casos,

amplificagdes idénticas foram obtidas.

Apbs a restricio com a enzima Eco R1, os casos normais (sem mutagtes) foram
caracterizados pela presenga de duas bandas de 403pb e 332pb. Uma terceira banda de
371bp ¢ observada quando ha um alelo mutante. A Figura 2 representa as restricdes dos
casos observados, que mbstram, no caso de existirem duas bandas, os homozigotos normais

e no caso de existirem trés bandas os heterozigotos com um alelo mutante.

Dos 187 casos estudados, 130 eram do sexo masculino e 57 do sexo feminino. A

maioria dos pacientes estudados (87%) situa-se na faixa etdria de 20 a 49 anos (Tabela 1)_

De acordo com a Tabela 2, 121 individuos puderam ser agrupados conforme a
classificacio clinica adotada. A maior parte deles (69%) j4 estava em estado adiantado da
doenga, ou seja, jd havia progredido para estado de imunodeficiéncia declarada.

Conforme pode ser observado na Tabela 3, tivemos 15 casos da mutagio delta
32 de 187 pacientes em que a amplificagéo e restrigio foi realizada. Dos individuos em que
haviam dados que permitissem a classificacdo clinica, observamos a mutagdo em 7 deles. A
exemplo de toda a populagéo estudada, tanto no grupo portador de heterozigoze, quanto nos
homozigotos normais, a fregiiéncia daqueles com classificacio clinica avangada foi
semelhante. As comparacdes foram prejudicadas pelo pequeno mimero de individuos com

mutacgdio observados.

De 139 pacientes que puderam ter determinadas as suas cargas virais, 14
apresentaram a mutagdo pesquisada. A distribuigdo, segundo a quantidade de particulas

virais foi ssmelhante nos dois grupos (Tabela 4).

A quantificago de células CD4+ podde ser feita em 159 pessoas, sendo que
dessas 13 apresentavam a mutag3o delta 32. A distribuigio em ambos os grupos foi também

semelhante, conforme se pode observar na Tabela 5.
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M 1 2 3 4 5 6

<735pb

———
—_—
s
jrm—

Figura 1: Fragmentos Amplificados:
M — Marcador (100pb Ladder);

1,2,3,4,5,6- Amostras de pacientes
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403 pb—>

<371 pb
332 pb—> k

Figura 2: Restricdo com EcoRI dos produtos do PCR:
M- Marcador (100pb Ladder);
1,2,3- Pacientes homozigotos normais para a muta¢do delta 32 do cer5;

4,5,6- Pacientes heterozigotos para a mutagdo delta 32 do cer5
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Tabela 1: Distribui¢do dos individuos estudados, segundo o sexo e idade

SEXO Total
IDADE M F

0-1 0 0 0
1-9 3 5 3
10-19 i 1 2
20-29 17 15 32
30-39 67 15 82
40-49 37 12 49
50+ 5 9 15
Total 130 57 187

Tabela 2: Distribui¢do dos individuos estudados, segundo a classificacdo clinica

CATEGORIA CLINICA
CELULAS CD4+ A B C Total
I 8 3 9 20
11 i 9 28 38
ITE 0 7 56 63
Total 0 19 93 121
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Tabela 3: Distribuicio dos individuos estudados segundo a classificacio clinica e o
genotipo ccr5 (%)

GENOTIPO

CLASSIFICACAQ  cor5/cer5 CCR5/cer5 CCRS/CCR5  Total

CLINICA
Al 0 0 2 2
A2 0 0 1 1
A3 0 0 0 0
Bi 0 0 4 4
B2 0 2 9 11
B3 0 1 9 10
Cl 0 0 9 9
o) 0 2 23 25
C3 0 2 52 54
Desconhecida 0 8 63 71
Total 0 15 (8.02) 172 187

Tabela 4: Distribuic8io dos individuos estudados segundo o genétipo CCRS5 e a carga viral

GENOTIPO

CARGA VIRAL cerS/eers CCRS/eer5  CCRS/CCRS Total

(copias/ml)
até 5.000 0 7 54 61
5.000-10.000 0 1 6 7
>10.000 0 6 65 71
Total 0 14 125 139
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Tabela 3: Distribuicio dos individuos estudados segundo a populacio de células CD4+ ¢ o

genoétipo cerS

GENOTIPO

CELULAS CD4+ ccrifeers CCRS5/ccr5 CCRS/CCRS Total

até 200 0 3 65 68
200-499 0 7 54 61
>500 0 3 27 30

Total 0 13 146 159
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5. DISCUSSAO



A caracteriza¢do do CCR-5 como co-receptor para a infeccdo pelo HIV-1
impulsionou uma grande corrida no meio cientifico a fim de melhor entender a

fisiopatogenia da AIDS.

Logo a seguir dessa descoberta j& se soube varias particularidades desse receptor
de quimoquinas, desde a sua estrutura at€ a codificacdo gendmica, seus ligantes naturais
(que mediam efeitos antivirais) € como se apresenta a genética molecular de algumas

populagies selecionadas.

De grande interesse, também, foi a identificagfio das alteragdes estruturais nesse
receptor, decorrentes de mutagdes presentes em alelos, capazes até de conferir resisténcia a
mfecgio pelo HIV-1. A mutagiio caracterizada como CCR-5 delta 32, j4 estudada em vérios

grupos populacionais € um desses exemplos.

Esse alelo mutante estd presente em elevada freqiiéncia na populagio caucasiana
(freqiiéncia alélica=0,092), mas é ausente nas populages negras da Africa central e oriental
¢ entre os japoneses (SAMSOM et al, 1996). Confirmando esse estudo HUANG et al
(1996), demonstraram uma freqiiéncia do alelo delta32 de 0,0808 na populagio
predominantemente caucasiana, sendo 13,3% heterozigotos e 1,4% homozigotos e ndo
encontraram evidéncias do delta32 nos descendentes de negros e asidticos. Confirmaram
também, que os individuos homozigotos para o delta32 sdo fortemente protegidos da

aquisi¢do sexual da infecgdo pelo HIV-1.

Em populagdes em que se observa miscigenagio acentuada, como no caso da
brasileira, o unico estudo registrado em literatura, mostra que a mutacio delta 32 esta

presente em 7% dos individuos analisados.

Neste trabalho, analisamos uma populagdo de 187 pacientes infectados pelo
HIV, independente da classificagio clinica na época do estudo. Desses, cerca de 1/3 era do
sexo feminino e 2/3 do sexo masculino, representando bem os indices nacionais relatados
acerca dessa variavel. Notamos, entretanto, que essa diferenca entre os sexos desaparece
quando se examina grupos etdrios mais jovens. No grupo de até 29 anos h tantos individuos

do sexo masculino quanto do sexo feminino. Esse fato representa bem a tendéncia atual de
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se ter igual participagio de ambos os sexos na AIDS, dadas as formas de transmisséio ja
descritas. Com respeito a classificagfo clinica tivemos a maioria deles agrupados como C3
(53 casos). Na classificacio I que considera como normal o mimerc de células CD4
(importantes para determinar o estado imunitario do paciente), independente do estado

clinico ou doenga apresentada, tivemos 20 pacientes.

Pudemos observar que desses 187 pacientes estudados, 15 possuiam um alelo
mutante para 0 CCR-5, caracterizados, portanto, como heterozigotos para a mutacéo delta
32. Nio observamos homozigotos nessa populacdo. A maioria dos individuos estudados

pertencia & classificagdio clinica C3, portanto em estado avangado da infecgéio pelo HIV.

Essa falha no CCR-5 abriu novas perspectivas para estudos nas bases genéticas

da resisténcia ao HIV-1, bem como nas alternativas de tratamento da doenga.

Porém, logo foi descoberto que o HIV-1 se utiliza de outros co-receptores, € que

esta adaptacéio se associa com a progressdo para a doencga propriamente dita.

MICHAEL, NELSON, KEWALRAMANI, ef a/ (1998) demonstraram em um
paciente homozigoto para o delta32, o uso exclusivo e persistente do co-receptor CXCR-4,
alertando para o cuidado que deve ser tomado para modalidades terapéuticas, que possam vir
a usar o bloqueio do CCR-5.

Foi demonstrado, ainda, por MICHAEL, CHANG, LOUIE, et al (1997b) que a
co-associagdo do heterozigoto delta32 com o fendtipo viral nfo formador de sincicio é
associada com a ndo progresséo para doenga, porém em individuos com o virus formador de

sincicio, essa correlagdo ndio € significativa.

Recentemente, diversos outros variantes alélicos, que afetam a patogénese do
HIV-1 tém sido descritos. O CCR5-m303, 0 CCR2-641, 0 SDF1-3’A (ligante do CXCR4) ¢
alguns variantes alélicos do promotor do CCRS.

A freqiiéncia do achado de mutagdes em populagdes diversas tem mostrado que
ela guarda relac@io com a raga analisada. Por exemplo, em caucasianos demonstrou-se que os

heterozigotos estio presentes com freqiiéncia elevada.
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No presente estudo, conseguiu-se determinar a frequéncia do CCRS delta32 na
populagdo participante, porém torna-se dificil inferir se os individuos heterozigotos
apresentam uma redugio na progresséo para a doenga devido ao seu genétipo, pois a grande

maioria faz o uso dos antiretrovirais, desde a descoberta da doenga.

Conclui-se, que as pesquisas realizadas, baseadas nos co-receptores s6 vém a
confirmar o aspecto multifatorial da transmissfo do HIV-1 e mostrar que muito tem que ser
estudado ¢ levado em conta para se definir terapias alternativas para combater o HIV-1

baseados na genética molecular.
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6. CONCLUSOES



1. A mutaciio delta 32 do gene CCRS foi observada em 8,02% dos 187 pacientes
infectados pelo HIV analisados.

2. Nio foram encontrados individuos homozigotos para essa mutacdo, sendo

todas caracterizadas como ccr3/CCRS, portando heterozigotos.

3. Os individuos caracterizados como heterozigotos (ccr5/CCRS)
distribuiram-se de modo semelhante aos normais, segundo a forma clinica da

infeccfo pelo HIV, baseado na classifica¢fio adotada.
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7. SUMMARY



Previous studies have shown a relationship between a 32-base-pair deletion
within the B-chemokine receptor 5 (cerd) gene and the acquisition and progression of the
Acquired Human Immunodeficiency Syndrome (AIDS). Several populations have been
tested conceming this deletion, and it was found that Caucasians have a higher probability of
bearing this defect, whereas in black and japanese populations it is virtually absent. In
Brazil, no studies have been done to estimate this frequency in HIV infected populations, so
far. In an urban brazilian population 93% of individuals tested showed normal CCR-5 allele
and 7% were heterozygous CCRS5/ Accr5. In this study 187 HIV-infected persons were
tested to determine the prevalence of this mutation. Genomic DNA samples were amplified
using primers producing a 735bp fragment, which was submmited to cleavage with EcoR1.
Normal homozygous alleles showed two fragments of 332 and 403 bp, and in heterozygous
alleles an additional 371bp fragment was found. No homozygous individuals were found in
this population, and the frequency of heterozygous CCRS5/AccrS was found to be 8,02%.
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9.ANEXOS



Quadro 1: ManifestagSes clinicas que caracterizam imunodeficiéncia moderada a grave, em
pacientes com diagnéstico de infecgdo pelo HIV comprovado laboratorialmente.(BRASIL,
MS,1999¢)

IMUNODEFICIENCIA MODERADA:
» Perda de peso > 10% do peso corporal
» Diarréia crénica sem etiologia definida, com duragio de mais de 1 més

+ Febre prolongada sem etiologia definida (intermitente ou constante), por
mais de I més

¢ (Candidiase oral

« Candidiase vaginal recorrente

» Leucoplasia pilosa oral

» Tuberculose pulmonar no dltimo ano
o Herpes zoster

» Infecedes recorrentes do trato respiratorio (pneumonia, sinusite)

MMUNODEFICIENCIA GRAVE:

+ Pneumonia por Preumocystis carinii

o Toxoplasmose cerebral
« Criptosporidiase com diarréia persistente, por mais de 1 més
» [sosporiase com diarréia persistente, por mais de 1 més

» Doenga por citomegalovirus (CMV) de um érgfio que niio seja o figado, o
ba¢o ou os linfonodos

+ Infecclio pelo herpesvirus, com acometimento mucocutaneo por mais de 1
més, ou visceral de qualquer duragio

e Leucoencefalopatia multifocal progressiva

« Histoplasmose extrapulmonar ou disseminada

o Candidiase do es6fago, traquéia, brénquios ou pulmdes
e Micobacteriose atipica disseminada

» Sepse recorrente por salmonela (ndo-tifoide)

+ Tuberculose extrapulmonar ou disseminada

« Linfoma priméario do cérebro

e  Qutros linfomas ndo-Hodgkin de células B

» Sarcoma de Kaposi

« Criptococose extrapulmonar
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Quadro 2: Apresentagdo, posologia e interagio com alimentos dos medicamentos anti-
retrovirais. (BRASIL, MS,1999¢)

INIBIDORES DA TRANSCRIPTASE REVERSA ANALOGOS DE

NUCLEOSIDEO
Nome genérico (Sigla lApresentacio |[Posologia Interacio com alimento
DIDANOSINA |[ddl  {Comprimido > 60kg: 200mg §Administrar > 30 minutos
25 100mg  Px/dia ou 400mg jantes ou> 2 horas apés
1x/dia limentac&o
< 60kg:125mg
2x/dia ou 300mg
1x/dia
ESTAVUDINA |[d4T {Céapsula30e [>60kg: 40mg  |[[Administrar com ou sem
40mg 2x/dia lalimentos
< 60kg: 30mg
2%/dia
LAMIVUDINA 3TC  |[Comprimido |[150mg 2x/dia  jjAdministrar com ou sem
150mg talimentos
iComprimido
IAZTH3TC
300mg+150mg
ZALCITABINA |[ddC {iComprimido #0,75mg 3x/dia  ||Administrar,
0,75mg referencialmente, com o
ﬁstémago vazio.
ZIDOVUDINA (AZT jCapsula 1300mg 2x/dia, dministrar com ou sem
iou 100mg zoon]g 3X/dia ou limentos
ZDV Comprimid
mprmdo 1 00mg Sx/dia
AZT+3TC
|300mg+150mg
INIBIDORES DA TRANSCRIPTASE REVERSA NAO-ANALOGOS DE
NUCLEOSIDEO
DELAVIRDINA DLV ‘Comprimjdo 400mg 3x/dia dministrar com ou sem
1100mg imentos
EFAVIRENZ  |[EFZ ‘Igépsula !600mg 1x/dia ’igdministrar com ou sem
] OOmg_ 1 imentos
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[
INEVIRAPINA NVP |Comprimido 1 00mg 2x/dia LAlc‘immistrar COm OU Sem
: 200mg niciar com imentos
200mg/dia
durante 14 dias,
e para dose
ual na
uséncia de
xantema.
interrupgio > 7
dias, reiniciar
’ com 200mg/dia.
INIBIDORES DA PROTEASE
INDINAVIR h’DV ICépsula 400mg }800mg 8/8h [Administrar > 1 hora
Associado com  jantes ou> 2 horas apds
DLV: 600mg alimentacéo.
2/8h Alternativamente, o IDV
ode ser administrado
Fom alimentos de baixo
¢or de gordura/proteina.
INELFINAVIR NFV ||ICépsula 250mg {750mg 3x/dia r dministrar com
lalimentos
RITONAVIR [RTV |Capsula 100mg [600mg 2x/dia  |Administrar ,
Associado com  JPreferencialmente, com
SQV: 400mg alimento para melhorar a
ox/dia olerdncia.
Iniciar com
idoses de 300mg,
2x/dia e; 100mg
2x/dia, a cada 3
ou 4 dias, até
atingir a dose
sual, no
Aximoe, em 14
dias.
SAQUINAVIR §SQV  Céapsula 200mg YAssociado com [[Quando associado a0
, RTV: 400mg TV, nio € necessario
(capsula dura) 2x/dia. dministrar com alimentos]]
jgordurosos.
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Quadro 3: Esquema de combina¢Ses recomendadas para tratamento anti-retroviral

(BRASIL, MS,1999¢)

Duplo com 2 ITRN

IAZT + ddl
AZT + ddC @
id4T + ddl
AZT + 3TC @
Id4T + 3TC @

Triplo com 2 ITRN + ITRNN

IAZT + ddI
AZT +ddc
(34T + ddI +
AZT + 3TC
Id4T + 3TC

I3 4
INVP
DLV (3)

Triplo com 2 ITRN +1IP

AZT + ddl
AZT +ddC @
4T + dd1 +
AZT + 3TC
14T + 3TC

DV
INFV
IRTV

[Quadruplo com 2 ITRN + 2 IP ou
2 ITRN +ITRNN +IP

AZT + ddl
AZT + ddC @
4T + ddi +

AZT + 3TC
|d4’f +3TC

RTV +3QV

+IDV
+ NFV
+RTV
LYV + 1DV

ITRN = inibidor da transcriptase reversa anilogo de nucleosideo
AZT = zidovudina; ddl = didanosina, ddC = zalcitabina, d4T = estavudina, 3TC
= lamivudina

I'TRNN = inibidor da transcriptase reversa nao-anilego de nucleosideo
E¥Z = efavirenz; NVP = nevirapina; DLV = delavirdina

[P = inibidor da protease
DV = indinavir; NFV = nelfinavir; RTV = ritonavir; SQV = saquinavir

1. O ddC ndo deve ser usado em pacientes com CD4 < 200/mm’.

2. E recomendado que o 3TC seja reservado para esquemas triplices, devido
ao rapido desenvolvimento de resisténcia a este anti-retroviral.

3. A delavirdina devera ser reservada para aqueles casos em que o uso de
nevirapina ou efavirenz tomar-se inviavel, por motivo de intolerdncia,
toxicidade ou por interacdes medicamentosas indesejaveis.
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Quadro 4: RecomendacGes para o inicio da terapia anti-retroviral em individuos
sintomaticos (BRASIL, MS,1999¢)

CONTAGEM DE CARGA RECOMENDACAO ESQUEMA
T-CD4+ (células/mm®)|  VIRAL TERAPEUTICO
(copias/ml)
> 350 <30.000 Duplo com 2 ITRN
Iniciar terapia e {OU triplo com 2
avaliar profilaxia paralfl 1 "V HTRNN ou 2
infecgdes oporumistasslTRN 'y
30.000 — P)uplo com 2 ITRN
160.060 ou triplo com 2
AITRN+HTRNN ou 2
ITRN +IP
> 100.000 Triplo com 2 ITRN
H TP ou 2 ITRN
+ITRNN
<350 < 30.000 Triplo com 2 ITRN
Iniciar terapiae || 1 OU2ITRN +
avaliar profilaxia parafl 150\ ou duplo
infecgdes oportunistag|cO™2 ITTRN
30.000 — Triplo com 2 ITRN
100.000 + 1P ou 2 ITRN
' +HTRNN
> 100.000 Triplo com 2 ITRN
+ 1P ou 2 ITRN
HITRNN
TRN = inibidor da transcriptase reversa analogo de nucleosideo
TRNN = inibidor da transcriptase reversa nfo-analogo de nucleosideo
P = inibidor da protease
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Quadro 3: Desenvolvimento de produtos candidatos a vacinas:

Fase pré-clinica:Avalia-se a seguranc¢a e imunogenicidade do produto vacinal em estudos

com animais. Esta fase deve sempre anteceder os testes clinicos em seres humanos

Fase clinica: os estudos clinicos determinarfo a seguranga, imunogenicidade, e
eventualmente, eficicia do produto em teste. Existem 3 fases obrigatérias para que uma
vacina seja licenciada pelas autoridades competentes:

Fase I: Estudos iniciais de seguranga (Inocuidade) e Imunogenicidade em mimero limitado
de voluntirios (10 a 30 pessoas). Estes estudos envolvem geralmente adultos sadios com
baixo risco para a infecciio pelo HIV, por periodos que variam entre 6 meses a um ano;
Fase I1: continuagdo dos estudos de seguranca ¢ imunogenicidade;

Em nimero maior de voluntirios (em torno de 200 pessoas). Avalia-se sua capacidade de
estimular determinadas respostas imunolégicas que podem ser indicativas de possivel
protecio. Testam-se doses e esquemas diversos, diferentes adjuvantes. Esta fase pode
durar de 6 meses a 2 anos;

Fase ITI: Nesta terceira e niltima fase antes do possivel licenciamento para comercializagdo,
a eficicia do produto vacinal ¢ testada em grande nimero de voluntarios (milhares de
pessoas). Quanto menor for a incidéncia da infecgfio e/ou quanto menor for a eficacia
esperada do produto vacinal, maior serd o nimero de voluntirios necessario. A eficicia é
medida comparando a taxa de infecgfio das pessoas que recebem o produto com aquelas que
recebem o placebo. Estes estudos duram de 3 a 5 anos e tem alto custo.

Nivel alto de eficicia na fase Iil ndo garante a efetividade no controle da epidemia, o que
deve se avaliado em condigles especiais em que se desenvolvem os ensaios de eficicia
(fase 1), quando se selecionam voluntdrios sadios que recebem o produto vacinal ou o
placebo sob condigGes cuidadosamente controladas. A efetividade depende da cobertura a

qual estd associada ao prego dos produtos e ao nivel de organizagio dos servicos de saude.

Fonte:BRASIL, Ministério da Satde, 1999d
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Tabela 6 — Distribuigio dos casos de AIDS e 6bitos conhecidos por ano de diagnéstico.
Brasil: 1980-1999
Fonte: BRASIL. Ministério da Saude, 1999a

Adultos/Adolescentes Criancas <13 anes Total
Di::,fé:;co - Prolfo{-t;ﬁn - Pro?of'cfio ] Prolfm.-g:ﬁo de
Cases Obitos de dbitos Casos || Obites | de dbitos Casos Obitos Gbitos
conbecidos conhecidos conhecidos
1980 1 1 100,0 - - - 1 1 100,0
1981 - - - - - - - - -
1982 11 11 100,0 - - - il 11 100,0
1983 34 34 100,0 1 1 100,0 35 35 100,0
111984 129 94 72,9 9 9 100,0 138 103 74,6
1985 540 439 81,3 16 15 93,8 556 454 81,7
1986 1121 867 71,3 3n 21 67,7 1152 888 77,1
1987 2644 2068 78,2 97 72 74.2 2741 2140 78,1
1988 4287 3382 78.9 164 118 72,0 4451 3500 78,6
1939 5995 4556 76,0 210 155 73,8 6205 4711 75,9
1990 8425 6136 72,8 313 183 58,5 8738 6319 72,3
1991 11255 7523 66,8 353 204 57,8 11608 7727 66,6
1992 14287 8974 62,8 418 219 52.4 14705 9193 62,5
1993 16050 9557 62,0 478 250 52,3 16528 10207 61.8
1994 17331 10337 59.6 619 253 409 17950 10590 59,0
1995 18685 10083 54,0 714 271 38,0 19399 10354 53.4
1996 20183 8090 40,1 822 246 29.9 21005 8336 39,7
1997 20154 6499 32,2 771 193 25,0 20925 6692 32,0
1998/1999 23163 5764 24.9 762 162 21,3 23925 5926 24,8
Total 164205 || sas1s | si6 | sma | 2»m a1 170073 || sms7 | 513
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Tabela 7: Distribuicsio proporcional dos casos de AIDS, segundo o sexo e a idade. Brasil
1980 — 1999
Fonte: BRASIL. Ministério da Satde, 1999b

Sexo

Grupo TOTAL

etdrio Mascaline Feminino

(Anos)

Ne (%) N* (%) N° (%)
IMenor de 1 1346 1,0 1210 2,7 2556 1,4
la4 1173 0,9 1361 31 2534 1.4
5a9 467 03 354 0,8 821 0,5
10a12 191 0,1 66 0,1 257 0,1
13214 200 0,1 48 0,1 248 0,1
15a19 2591 1,9 1238 2.8 3829 2,1
D0 a24 13146 9.7 5888 13,3 19034 10,6
25229 27811 20,5 9411 21,3 37222 20,7
30 a 34 31423 23,2 8870 20,1 40293 24
35a39 23532 17,4 6245 14,1 29717 16,6
40 a 44 15034 11,1 4030 9.1 19064 10,6
45 249 8426 6,2 2324 53 10750 6,0
50 a 54 4527 33 1431 3,2 9958 3.3
55259 2615 1.9 776 1.8 3391 1,9
{60 e mais 2535 1,9 814 1,8 3349 1,9
Ipgnorado 373 0,3 85 0,2 458 0,3
Total 135390 100,0 44.151 100,0 § 179.541i 100,0
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Tabela 8: Notifica¢des de casos de AIDS recebidas no periodo de junho a agosto de 1999,
segundo o local de residéncia (Unidade Federada ¢ Macrorregido). Brasil. Junho a agosto de
1999. Fonte: BRASIL. Ministério da Saiide, 1999a.

TOTAL
UF/Macrorregido 1987-1999
Brasil 6718
[Norte 101
{R ondénia ]
[Acre 2
| Amazonas 63
|Roraima 2
{Pars 16
Amapi 8
Tocantins 3
[Nordeste 661
[IMaranhgo 10
lIPiaui 50
ICeara 46
IRio Grande do Norte 110
{{Paraiba 68
[Pernambuco 113
lAlagoas 43
[Sergipe 51
Bahia 170
{Centro-Oesie 240
||Mato Grosso do Sul 72
||Mat0 Grosso 18
IGoids 112
[Distrito Federal 38
Sudeste 4172
[MVinas Gerais 678
[Espirito Santo 103
[Rio de Janeiro * 1860
Sio Paulo 1531
[Sul 1544
{Parani ' 228
Santa Catarina 608
IRio Grande do Sul 708
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Tabela 9: Distribuicio das incidéncias (taxa por 100.000hab.), segundo municipios com
maiores nimeros casos de AIDS e periodo de diagndstico — Brasil — 1980-1999
Fonte: BRASIL: Ministério da Satde, 1999a

l\;uni_ci!) io_de Coeficiente de Incidéncia
esidéncia

IIIT‘AJAI (8C) 926,4
lBALN'EARIO CAMBORIU (8C) 8034
SAQ JOSE DO RIO PRETO (SP) 676,9
IFLORIANOPOLIS (SC) 662,1
SANTOS (SP) 6525
|RIBEIRAO PRETO (SF) 641,9
’IBEBEDOURO (SP) 5854
IBARRETOS (SP) 5304
SAQO VICENTE (SP) 482,0
ICATANDUVA (8P) 4793
IARARAQUARA (SP) 4523
IPORTO ALEGRE (RS) 451.4
ICACAPAVA (SP) 428,35
IPRAIA GRANDE (SP) 365,7
SAO LEOPOLDO (RS) 364,1
SOROCABA. (SP) 3609

Anexos

76



Tabela 10: Proteinas do HIV e suas fungdes. Adaptado de LEVY, 1998.

PROTEINA TAMANHO (kDa) FUNCAO
Gag p24 (p25) -proteina estrutural do capsideo
pl7 -proteina matricial
pé ~funcéio no “brotamento™
p7 -proteina  do nucleocapsideo (auxilia na
transcrigio reversa)
Polimerase (Pol)  p66, p51 -transcriptase reversa; Rnase H (dentro do
niicleo)
Protease (PR) pld -processamento pos-tradugiio das proteinas
virais
Integrase (IN) p32 -integragio do cDNA viral
Envelope gpl20 -proteina de superficie do envelope
gpdl (gp36) -protefna transmembrana do envelope
Tat pl4 -transativagéio
Rev p19 -regulagio da expressiio do mRNA viral
Nef p27 -pleiotropismo, pode aumentar ou diminuir a
replicagio viral
Vif p23 -aumenta a mfecgdo viral e a transmissio
célula-a-célula; ajuda na sintese do DNA
proviral ¢/ou na montagem do virus
Vpr pls -ajuda na replicacdo viral, transativagio
Vpu plé -ajuda na libera¢do viral; quebra o complexo
2pi160-CD4
Vpx pls -ajuda na infecgio
Tev p26 -ativa Tat/Rev
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Tabela 11: Co-receptores dos linfocitos CD4" para infecciio pelo HIV-1. Adaptado de
LEVY, 1998.

RECEPTOR FENOTIPO TROPISMO
CCR-5 NSI Macroéfagos
CXCR-4 S1 Células T
CCR-3 NSI Macrofagos
CCR-2b 51 Duplo-tropismo
Bonzo/STRL33 NSI Macrofagos
BOB/GPRI15 NSI Macréfagos

Tabela 12: Efeito total das mutagdes CCR na progressio da doenca do HIV. * Adaptado de

GARRED, 1998.
AUTORES/ N° DE SOBREVIVENCIA SOBREVIVENCIA EFEITO NOS
PAIS PACIENTES SEM AIDS COM AIDS LTNP
ESTUDADOS

EFEITO DO HETEROZIGOTO CCRA3delta32

Dean et al/USA 401 Aumento total Sem efeito Frequéncia
aurmentada

Huang et al/USA 558 Sem efeito Néo determinado Nio determinado

Zimmerman et al/USA 171 Aumento total Néo determinado Freqiiéncia
aumentada

Michael et al/USA 406 Aumento total Sem efeito Freqiiéncia
aumentada

Eugen-Oisen et al/ 96 Aumento transitdric  Diminuida Freqiéncia

Dinamarca aumentada .

Meyer et al/ Franca 341 Aumento fransitério  N#o determinado Néo determinado

de Roda Husman et al/ 343 Aumento total Sem efeito Freqiiéncia

Paises baixos aumentada

EFEITO DO ALELO CCR2b641

Smith et al/USA 891 Aumento total Néo determinado Freqiiéncia
aumentada

Michael et al/USA 395 Sem efeito Nio determinado Sem efeito
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Tabela 13: Produtos vacinais testados em fase I/I1 em voluntérios nfio infectados pelo HIV*

(Brasil, MS, 19994d):

Atualizacio:1999 Produtor Local do ensaio clinico
Vacina experimental
Sub-unidades do envelope
rgp 160 MicroGeneSys EUA
Immumo Ag EUA
Pasteur-Merieux-Connaught Franga
Bélgica
rgp 120 Biocine EUA, Suiga
SmithKline/Beecham Inglaterra
VaxGen/Genentech** EUA, Tailandia
Biocine/Chiron EUA/Tailandia
Peptideos sintéticos
V3-MPAS United Biomedical Inc. EUA, Tailandia Brasil,
Australia, China
Conjugado V3PPD Serum and Vaccines Institute Suica, Israel
HGP-30 (p17) Vira] Technologies EUA, Inglaterra
V3, V3-p24 Pasteur-Merieux-Connaught Franca
Peptideos rV3 Centro Ingineria Genetica Cuba
Biotecnologia
Rp24 Chiron EUA
Particulas
Ty-p24 VLP | British Biotechnology Inglaterra
Vetores vivos/combinacbes (prime-boost)
Vaccinia gp 160/rgp 160 Bristol-Myers- EUA
Squibb/MicroGeneSys
Vaccinia —env/gag/pol Therion Biologicals EUA
Canarypox-gpl60 Pastenr-Merieux-Connaught Franga, EUA
Canarypox- Pasteur-Merieux-Connaught/ EUA, Uganda
_ env/gag/pol/irgp 120 Chiron
Canarypox- Pasteur-Merieux-Connaught/ Franga, EUA
env/gag/polirgp 120 Chiron
“Naked” DNA
Env/ver [ Apolion EUA

* Adaptado de Osmanov, Esparza, 1998
**Iniciado ensaio de fase III, nos EUA (1998} e Tatindia (1999).
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NUMERO ESTIMADO DE ADULTOS E CRIANCAS
VIVENDO COM HIV/AIDS NO FINAL DE 1999

Europa Oriental

Elropa a Asja Central

Ccidental

Ameérica do Norte 52@ 900 360 800

920 DDQ - Asia Oriental & Pacifico
Africa do Norte 530 Dgﬁ

Caribe a Oriente Médio Asia do Sul

360000 220000 it
Africa

Ameérica Latina :
Subsaariana

Australia e
Nova Zelandia

1!3 milhdes . 23,3 milhoes 12 090

Total: 33,6 Milhoes

Figura 3: Distribuigdo do HIV/AIDS no mundo.
Adaptado da UNAIDS, 1999.
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Figura 4: Mapas Gendmicos dos virus da Imunodeficiéncia Humana 1 e 2. Nota-se a
presenca exclusiva de Vpu no HIV1 e de Vpx no HIV2 (Adaptado de Levy, 1998).

TRANSCRIPTASE | L§
REVERSA e,

PROTEASE
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INTEGRASE -

’L*W Y upibica

Figura 5: Representagdo esquematica de uma particula viral do Virus da Imunodeficiéncia

Humana. Os principais componentes protéicos estdo assinalados. Fonte: Brasil: Ministério
da Saude, 1998.
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Figura 6: Representacdo esquematica do processo de infec¢do, multiplicacio e
sobrevivéncia pelo HIV. Fonte: Brasil: Ministério da Saude, 1998.
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Figura 7: Evolucdo das quantidades de células CD4 e de particulas virais em relagio ao

tempo decorrido desde a infecgdo pelo HIV em humanos. Fonte: Brasil: Ministério da
Saude, 1998.
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Figura 8: Ligacio de gp 120 com o receptor CD4, presente em linfocitos.
Fonte: Levy, 1998.
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Figura 9: Visdo artistica dos principais locais em que componentes do HIV podem se ligar na
superficie de células-alvo. Fonte: Levy, 1998.
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local de fuséo

Figura 10: Fusdo da particula viral com a célula alvo, apds a sua ligagdo com o CD4 e CCRS.
Fonte: Levy, 1998

Figura 11: CCRS normal. Observam-se as algas extracelulares (4) e os sitios transmembrana (7).
Adaptado de Quillent et al, 1998.
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Figura 12: CCRS mutante. Observa-se a falha estrutural nas duas ultimas algas extracelulares,
bem como a perda de trés dominios transmembrana. Adaptado de Samson, et al, 1996.
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