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RESUM O - A andlise genéticadeisoladosdo HIV-1 revelou aexisténciade, pelo

menos, dez subtiposdistintosno grupoM (A, B, C, D, F1,F2, G, H, I, JeK). No

Brasil, ja foram identificados, na populagdo infectada, os subtipos B, C, D e F.

Entretanto, amaioriadas amostras anali sadas até 0 momento sdo provenientesdas

regifes Sul e Sudeste, sendo imprescindivel analisar amostras provenientes de

outras regides do pais. O subtipo B predomina no Brasil, mas ndo ha dados de
caracterizagéo molecular do HIV-1, no Distrito Federal. Nosso objetivo consistiu
nadeterminacdo dos subtipos de HIV-1 que ocorrem em maior freqiiénciano DF.

A regi&o do genomaviral analisadacorrespondeu ao gene completo daprotease. A

caracterizacao do subtipo do HIV-1, presente nas amostras, foi realizadapor PCR

e digest@o com a enzima de restricdo Alu |. Todas as amostras analisadas foram
caracterizadas como pertencentes ao subtipo B, o que esta de acordo com dadosda Biologicas
literaturaparao Brasil. O estudo davariabilidade genéticado HI V-1 pode fornecer

informagdes importantes paraintervencdes clinicas que visem alterar ou mesmo

interromper aprogressdo dadoenga.
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HIV -1 subtypes prevalence in Distrito Federal

ABSTRACT - Genetic analysisof HIV-1isolateshasrevealed at |east ten distinct
subtypesingroupM (A, B, C, D, F1, F2, G, H, I, Jand K). In Brazil, subtypes B,
C, D and F have already been identified in the infected population. However, the
majority of the samples analyzed until now were originally from the South and
Southeast regions of the Country. The subtype B predominates in Brazil, but no
dataon molecular characterization of HIV-1in Distrito Federal wasavailable until
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now. Our purpose was to determine the HIV-1 subtypes that occur in higher
frequency in DF. Theregion of the genomethat wasamplified corresponded to the
total protease gene. The identification of the subtype was performed by PCR,
followed by digestion with therestriction enzyme Alu . All analyzed sampleswere
defined as belonging to the subtype B and these results arein agreement with data
from other areas of Brazil. Studies on genetic variability of HIV-1 can generate
important information for clinical interventionsfocusing on alteration or interruption
of disease progress.

K ey wor ds: retroviridae; human immunodeficiency virus; HIV-1; subtype B

O Brasil possui aproximadamente 597 mil portadores do virus da
imunodeficiéncia humana do tipo 1(HIV-1), incluindo as pessoas que ja desen-
volveram AIDS. Uma pessoa infectada pelo HIV-1 demora, em média, de oito a
dez anos para comegar a desenvolver os sintomas da AIDS. S6 entdo é feita a
notificacdo da doenga como um caso de AIDS. O nimero de casos de AIDS no
Brasil é de 215.810 (no periodo de 1980 a junho de 2001). Cerca de 50% das
pessoascomAIDSjaforam aodbito. No Distrito Federal, jaforam registrados 2.918
de casos de AIDS entre 1980 e 2001 (Brasil, 2002).

O HIV-1 pertence afamilia Retroviridae, género Lentivirus. Osretrovirus
sdo virus de RNA que sereplicam por meio de intermediarios de DNA, utilizan-
do nesse processo aenzimaviral denominadatranscriptase reversa(van Regenmortel
et al., 2000). O genoma do HIV-1 possui nove genes. Trés desses genes estéo
envolvidos na sintese de proteinas estruturais. Sao eles: gag, que codifica as
proteinas damatriz, do capsideo e do nucleocapsideo; pol, que codificaasenzimas
protease, transcriptasereversaeintegrase; e env, que codificaas duasglicoproteinas
do envelope. Os produtos protéicos dos outros seis genes - vif, vpr, vpu, tat, reve
nef - estéo envolvidos naregulacdo da expressdo do genomado virus (Larder et
al., 2001).

OHIV-1podeser classificado emtrésgrandesgrupos: M (Major), O (Outlier)
eN (non-M/non-0O) (Costaet al., 2000). A andlise genética de isolados do HIV-1
revelou a existéncia, dentro do grupo M, de dez subtipos distintos: A, B, C, D,
F1, F2, G, H, |, JeK, aém de quatro formas recombinantes denominadas CRFs
(Circulating Recombinant Forms): AE, AG AGI eAB. OssubtiposE el originais
nunca foram encontrados, apenas as formas recombinantes. Na Europa Ociden-
tal e nos Estados Unidos, os virus do subtipo B sao predominantes, mas virus de
subtipos ndo-B e recombinantes tém sido identificados com umafregiiéncia cada
vezmaior emdiversaslocalidades(Alvarez et al., 2001; Carr et al., 2000; Robertson
et al., 2000).
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Os subtipos do HIV-1 estéo distribuidos de maneira distinta em diferentes
partes do mundo. Provavelmente, devido ao tipo de virus fundador que iniciou
aepidemiaem cadaumadessasregides. O nimero deisoladosdo HIV-1jécarac-
terizados no Brasil € limitado, especia mente quando se considera a grande area
geogréafica e alta prevaléncia do virus (Sabino et al., 1996). Seguindo a tendén-
cia ja observada em muitos paises em desenvolvimento, é possivel verificar a
ocorrénciade mais de um subtipo do HIV-1 no Brasil. Em geral, o subtipo B tem
predominado, sendo relatado em 90% das amostras ja caracterizadas. O subtipo
F ocorre em 5 a8% dos casos e 0s subtipos C e D representam menos que 2% do
total (Rossini et al., 2001).

Apesar de ja terem sido realizados diversos estudos de caracterizacdo de
subtipos do HIV-1 em amostras da populacdo brasileira, ndo ha dados relativos
aos subtipos do virus que ocorrem no Distrito Federal (Diaz et al., 1997). Diver-
sos trabalhos corroboram aidéia de que, mesmo em localidades muito proximas,
€ possivel detectar uma variabilidade significativa quanto aos subtipos de HIV-
1 circulantes. Além disso, ha evidéncias crescentes de possiveis correl aces en-
tre diferentes subtipos de HIV-1 e o risco de aparecimento de gendtipos resi sten-
tes aos anti-retrovirais (Kanki et al., 1999).

Esse trabal ho teve como objetivo determinar o subtipo de HIV-1 que ocor-
re com maior freqliéncia, no Distrito Federal, em individuos submetidos a tera-
piaanti-retroviral. Trata-se de um estudo anénimo, onde nenhuma das amostras
foi correlacionada com dados dos pacientes. A regido do genomaviral analisada
nessa pesquisa corresponde ao gene da protease.

Material eMétodos

- Obtencéo do RNA

Foram analisadas vinte e duas (22) amostras contendo RNA viral, obtidas
de individuos que realizaram testes de cargaviral no Instituto de Salde do Dis-
trito Federal, nos anos de 1998 e 1999. A extracdo do RNA viral foi feita, utili-
zando-se o kit NASBA (Organon — Teknika). As amostras ndo foram identificadas
com dados dos pacientes para preservar 0 anonimato previsto no estudo.

- Sintese do cDNA

Umaaliquotade 5 ml de cadaamostrade RNA foi usadacomo molde para
a sintese da fita de cDNA, por transcrigdo reversa, com utilizacdo de primers
randdmicos.
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- Amplificagdo das amostras

A amplificacdo do gene daproteasefoi realizadapor nested PCR, com primers
jadescritos naliteratura (Ministério da Sadde, 2000). DP10 e DP11 foram usa-
dos como primers externos e DP16 e DP17, como primersinternos. Como con-
trole negativo foi utilizada dgua destilada. As amostras foram processadas em
um termociclador, PTC 100 da MJ Research, com o seguinte programa: 1° Ciclo
de 94 °C por 1 min., 2° Ciclo de 94 °C por 30 seg.; 57 °C por 30 seg. e 72 °C por
30 seg.; 39 ciclosde 94 °C por 30 seg., 57 °C por 30 seg. e 72 °C por 30 seg.; eum
ultimo Ciclo de 72 °C por 5 min.

-Andlise do produto de PCR

Paraaandlise do produto daamplificacéo, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% e coloragdo com 10 mg/ml de brometo de
etidio (Sambrook et al., 1989). Foram consideradas positivas paraHI V-1 as amostras
gue apresentaram uma banda de aproximadamente 297 pb, quando comparada
com um marcador (ladder), incluido em cada gel.

-Definigédo do subtipo

Uma aliquota do produto do PCR de cada amostra foi submetida a diges-
téo pela enzima de restricdo Alu |. A andlise da digestdo foi feita em gel de
poliacrilamida 15% corado com brometo de etidio. Esse procedimento, de acordo
com dados daliteratura, permite adiferenciacdo de subtipos B, C, D e F que séo
0s que ocorrem no Brasil (Pienniazek et al., 1995).

Resultados

Todas as 22 amostras foram amplificadas para o gene da protease, obten-
do-se um fragmento de, aproximadamente, 300 pb, correspondendo ao tamanho
esperado (figura l).

A digestdo com a enzima Alu | nos permitiu definir o subtipo de HIV-1
presente nas amostras analisadas. Com base no perfil de digestéo observado, foi
possivel verificar que todas as amostras apresentaram bandas de 150, 90 e 65 pb
(figura2). Esse perfil, como mencionado naliteratura, € caracteristico do subtipo
B (Pienniazek et al., 1995). Podemos verificar, entdo, que nessa amostragem a
prevaléncia do subtipo B foi de 100 %.
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Discussao

O presente trabalho é de fundamental importancia na obtencéo de dados
gue possam subsidiar o conhecimento da variabilidade genética do HIV-1, que
ocorre no Distrito Federal.

Nés analisamos 22 amostras positivas para o HIV-1, coletadas no ano de
1998, no Instituto de Salde do DF, para determinar a preval éncia dos subtipos
viraisnestaregido do Brasil. Todas as amostras analisadas apresentaram perfil de
digestdo do gene da protease compativel com o subtipo B do HIV-1. Esse éo0
primeiro estudo de caracterizacdo de subtipos de HIV-1, realizado no DF e nos-
sos dados demonstram a predominanciado subtipo B, reforcando a concluséo de
gue o subtipo B deve ser o mais frequente no Brasil (Sabino et al., 1996; Diaz et
al., 1997; Rossini et al., 2001).

Ainda assim, a distribuicéo dos subtipos do HIV-1 no Brasil parece ser
complexa, pois suas prevaléncias podem diferir significativamente entre regi-
des bem préximas. Assim, é importante manter o monitoramento da variabilida-
de do HIV-1 no Brasil, durante a préxima fase da epidemia quando, provavel-
mente, havera competicdo entre os diferentes subtipos virais. Deve-se levar em
consideracao que a distribuicdo de subtipos possui determinantes locais e que
os dados de uma regido ndo podem ser generalizados para todo o pais e, nem
mesmo, paratoda umaregido (Rossini et al., 2001).

Subtipos distintos e variantes de um mesmo subtipo podem diferir em suas
propriedades biol6gicas. Dessa forma, diferencas com relacdo a capacidade de
transmissao e ao potencial de causar doenca podem alterar, drasticamente, as
previsdes sobre o futuro da epidemia causada pelo HIV-1. O estudo da variabili-
dade biolégica natural do virus pode fornecer informag8es importantes para in-
tervencdes clinicas racionais com o objetivo de alterar ou mesmo interromper a
progressao da doenca (Kanki et al., 1999).

Trabalhos subsequentes deverdo ser conduzidos para determinar o perfil
deresisténcia aos anti-retrovirais, nessas amostras.
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ANEXO 1
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Figura 1. Fotografia do gel de agarose 1 %. Ospogos 1, 2, 3,5, 6,7, 8, 9 e 10 mostram
aamplificacdo do gene da protease com 297 pb. M: marcador 100pb. No poco 4 estao
controle negativo.

100ph =g

Figura 2. Fotografiado gel de poliacrilamida 15%. M: marcador 100 pb. Poco 1:
amostrando digerida; pogo 2: amostradigeridacom Alu |, apresentando perfil caracteris-
tico do subtipo B (bandas com 150, 90 e 65 pb).
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