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RESUMO

Introducédo: Os estudos sobre a diversidade genética do HIV-1 em pacientes do
Centro-Oeste e Norte do Brasil sdo escassos.

Objetivos: Caracterizar a diversidade genotipica do HIV-1 na regido gag em
pacientes do estado do Tocantins (TO) e Mato Grosso (MT).

Material e Métodos: 130 pacientes infectados pelo HIV-1 foram recrutados entre
2003 a 2006, no Laboratério Central dos estado do TO (n=70) e MT (n=60). A
diversidade genética do HIV-1 na regido gag foi estudada pelo Ensaio de
Mobilidade do Heteroduplex-HMA (HMA gag kits/AIDS Reagent Program/ NIH/
USA). A “Nested-PCR” foi realizada para gag empregando-se o0s pares de
iniciadores H1G777/ H1P02 e Hlgagl584/ gl7. Cepas de referéncias dos
subtipos do HIV-1 foram amplificadas utilizando os iniciadores da segunda etapa
da “Nested-PCR”. HMA gag consiste na analise de migracdo de hibridos entre as
cepas de referéncias do HIV-1 e amostras dos pacientes apos eletroforese em gel
de poliacrilamida (5%).

Resultados: A populacdo de estudo consiste de 60% de homens no estado do TO
e de 48,3% em MT. A mediana de idade foi de 34 anos (21 — 71 anos) em TO e
35,5 anos (4 — 64 anos) em MT. O grupo de estudo incluiu as categorias de
exposicao sexual (TO: 72,9%, MT: 93,3%), parenteral (TO: 4,3%, MT: 3,4%) e
perinatal (MT: 1,4%). Os subtipos do HIV-1 identificados por HMA gag foram: B
(TO: 82,8%, MT: 50,0%), F (TO: 7,8%, MT: 5,6%), C (TO: 4,7%, MT: 11,1%), B/D
(TO: 4,7%, MT: 31,5%) e B/F (MT: 1,8%). Entre homens, mulheres e em todas as
categorias de exposi¢cao observamos predominio do subtipo B.

Conclusdes: Analise da diversidade genética em isolados de HIV-1 do TO e MT
indicou predominio do subtipo B. A segunda forma mais prevalente no TO foi o
subtipo F e no MT o subtipo C. Nossos resultados do estado do Tocantins e Mato
Grosso contribuem para 0 mapeamento genético molecular do HIV-1 no Centro-

Oeste e Norte Brasileiro.



ABSTRACT

Introduction: There are limited HIV-1 genetic diversity studies performed in
Central West and North Brazil subjects.

Objectives: To characterize the HIV-1 genetic diversity in the gag region of
patients from the States of Tocantins (TO) and Mato Grosso (MT).

Material and Methods: 130 patients infected with HIV-1 were recruited from 2003
to 2006, at the regional Public Health Central Laboratories (LACEN) from TO
(n=70) e MT (n=60). The HIV-1 genetic diversity in the gag region was investigated
by heteroduplex mobility analysis — HMA (HMA gag kits/AIDS Reagent Program/
NIH/ USA). For the gag region the “Nested-PCR” was performed employing the
primers H1G777/ H1P02 and H1lgagl1584/ g17. HIV-1 subtypes references were
amplified using the primers of “Nested-PCR” second round. HMA gag consists in
the migration analysis of the hybrid formed by HIV-1 subtypes references and
patient samples after polyacrylamide gel electrophoresis (5%).

Results: Males were 60% of the study population in TO and 48,3% in MT. The
median age was 34 years (21 — 171 years) in TO and 35.5 years (4 — 64 years) in
MT. The risk exposure categories of this study group were: sexual exposure (TO:
72.9%, MT: 93.3%), parenteral risk (TO: 4.3%, MT: 3.4%) and vertical case (MT:
1.4%). The HIV-1 subtypes identified by HMA gag were: B (TO: 82.8%, MT:
50.0%), F (TO: 7.8%, MT: 5.6%), C (TO: 4.7%, MT: 11.1%), B/D (TO: 4.7%, MT:
31.5%) and B/F (MT: 1.8%). Subtype B was predominant among men, women and
all risk exposure categories.

Conclusions: The genetic diversity analysis of HIV-1 isolates from TO and MT
pointed subtype B as the prevalent. The most prevalent second form in TO was
subtype F and in MT was subtype C. These results contribute to the genetic
molecular mapping of the HIV-1 gag region in the Central West and North Brazil.



1. INTRODUCAO

1.1 O Virus da Imunodeficiéncia Humana

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (aids) continua a propagar-se
desde sua primeira documentacdo em 1981 (CDC 1981). Apds 26 anos chegamos
a marca de 33,2 milh&es de individuos vivendo com HIV/aids no mundo, de acordo
com a UNAIDS (2007).

O agente etiolégico da aids € o virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
um retrovirus da familia Retroviridae, do género Lentivirus (Barré-Sinoussi et al.
1983, ICTV 2006). O envelope viral do HIV é constituido de bicamada lipidica
derivada da membrana da célula do hospedeiro (Figura 1) e apresenta um
complexo de proteinas tetraméricas contendo a glicoproteina (gp) 120 (proteina de
envelope viral externa) e a gp4l (proteina de envelope viral transmembranica)
associadas ndo covalentemente. Internamente ao envelope, encontra-se a
proteina matriz pl7, o capsideo viral composto pela proteina p24 e o
nucleocapsideo pelas proteinas p7/p9. Na parte interna do capsideo esta o
genoma dipldide de duas fitas simples de acido ribonucléico (RNA) idénticas e trés
enzimas virais: protease (pl0), transcriptase reversa (p51) e integrase (p32)
(Barré-Sinoussi 1996, Wyatt et al. 1998).

As proteinas estruturais do virus HIV sdo codificadas por trés diferentes
genes. A proteina matriz (pl7), a proteina principal do capsideo (p24) e as
proteinas do nucleocapsideo (p7/p9) sédo codificadas pelo gene gag. As enzimas
protease (PR), transcriptase reversa (TR) e integrase (IN) sdo codificadas pelo

gene pol. A proteina precursora do envelope viral, gp160 é codificada pelo gene



env e, posteriormente clivada por uma protease celular originando a gp120 e a

gp4l.
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Figura 1. Estrutura do Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo | (HIV-1). (Adaptado de
Robinson HL 2002).

O HIV possui seis genes com funcdes reguladoras: vif, vpu, vpr, tat, rev e
nef. Os genes vif e vpu estdo envolvidos na infectividade dos virions; o gene vpr,
na replicacao viral em células que ndo estdo em divisdo; o gene tat, regula a
transcricdo da porcédo terminal (LTR) pela ligagdo aos RNAs recém-transcritos. O
gene rev, promove a saida de RNA mensageiros (MRNA) do nucleo para traducao
de novas proteinas de env, gag e, por ultimo o gene nef que esta envolvido na

replicacdo do HIV in vivo (Barré-Sinoussi et al. 1996, Freed 2001) (Figura 2).
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Figura 2: Genoma do HIV-1. (Adapatada de Robinson HL 2002)

1.2 Origem do HIV

Evidéncias atuais indicam que os dois tipos de virus, HIV-1 e HIV-2,
entraram na populagdo humana através de multiplas infec¢des zoonéticas do virus
da imunodeficiéncia simio (SIV), que infecta primatas ndo humanos (Hahn et al.
2000), por décadas, a possivelmente séculos. Mas estes eventos de transferéncia
provavelmente comegaram a aumentar nas décadas de 1920 a 1950 como
resultado da migragdo humana no centro-oeste africano (Korber et al. 2000).

O reservatorio simio para viroses humanas tem sido definido baseado em
relacbes genéticas e no vinculo geografico entre o habitat natural do primata
hospedeiro e a regido das possiveis primeiras introdu¢des do SIV em humanos,
gue consequentemente, apresenta a maior diversidade do HIV-1 e HIV-2 (Korber
et al. 2000, Hahn et al. 2000). O genoma do lentivirus isolado de dois chimpanzés
(Pan troglodytes troglodytes) originario de Gabao (SIVcpz gab) (Huert et al. 1990)
e Zaire (SIVcpz ant) (Vanden Haesevelde et al. 1996) é estruturalmente
relacionado a duas distintas linhagens do HIV-1, os grupos M e N. A origem da
terceira linhagem do HIV-1, o grupo O, pode estar relacionado a isolados do SIV

de gorilas da espécie Gorilla gorilla (SIVgor) (Heuverswyn et al. 2006).



As formas mais diversas do HIV-1 sdo todas encontradas na regiao
geografica correspondente ao habitat natural do P. t. troglodytes e do Gorilla
gorilla no oeste equatorial da Africa. As seqiiéncias dos grupos HIV-1, do SIVcpz e
do SlIVgor se cruzam nas arvores filogenéticas, sugerindo que existe uma
linhagem viral comum para humanos, chimpanzeés e gorilas. Analises filogenéticas
mostram que o SIVcpz € ancestral ao SIVgor, o que levanta a possibilidade dos
chimpanzés terem transmitido o SIVcpz para gorilas. Analogamente, o HIV-2 tem
estreita relacdo com o SIV do sooty mangabeys (SIVsm) presente nha mesma
regido geografica onde os virus HIV-2 sdo mais diversos, e as sequéncias do HIV-
2 e do SIVsm também se cruzam nas arvores filogenéticas (Gurtler 1996, Simon et

al. 1998, Korber et al. 2000, Hahn et al. 2000, Heuverswyn et al. 2006) (Figura 3).

1.3 Classifica¢cdo do HIV-1

Os dois tipos de HIV sao responséaveis pela infec¢do. A grande maioria das
infeccdes no mundo é causada pelo virus HIV-1, o qual foi identificado em 1983
com o isolamento do virus de um paciente com linfadenopatia persistente (Barré-
Sinoussi et al. 1983). O virus da imunodeficiéncia tipo 2 (HIV-2) foi primeiramente
detectado no oeste Africano onde é frequiente, com casos esporadicos de infec¢ao
em Portugal e na india, e raros casos relatados nos paises ocidentais, na Coréia e
nas Filipinas (Barin et al. 1985, Kannangai et al. 1999, Soriano et al. 2000,
Kandathil et al. 2005).

Andlise filogenética da regido env do HIV-1 levaram a sua classificacdo em
trés grupos genéticos distintos: M (major), O (outlier) e N (non-M, non-O). O grupo
N parece ser filogeneticamente equidistante do M e O (Gurtler et al. 1994, Simon

et al. 1998). O grupo M é o mais prevalente entre 0s trés grupos e possui nove



subtipos (A-D, F-H, J, K), os quais s&o originarios da Africa Central. Embora essa

classificacdo tenha sido baseada nas sequéncias da regido env, a mesma foi
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Figura 3. Arvore Filogenética de Lentivirus Humanos e Simios. (Adaptado de Arién et al. 2007).

Os subtipos A e F sédo separados em sub-subtipos, Al, A2, A3, A4, e F1, F2
(Thomson et al. 2002, Meloni et al. 2004, Vidal et al. 2006). O subtipo D, devido a

sua alta homologia genética com o subtipo B, poderia ser classificado como sub-

subtipo B2 (Figura 3) (Geretti 2006).



1.4 Diversidade Genética do HIV-1

Desde o inicio da AIDS epidémica ha mais de duas décadas, o HIV-1 tem
diversificado geneticamente com distribuicdo geogréfica diferente (Spira et al.
2003). Esta variabilidade gendmica é atribuida a varios fatores entre eles os
principais sao: erros de leitura da transcriptase reversa do HIV que ndo é capaz de
fazer a corregéo, alta taxa de replicacdo viral e eventos de recombinacé&o viral.
Além disso, a adaptabilidade viral e a pressao seletiva como resposta imune e uso
de antiretrovirais, contribuem para a variabilidade viral (Ho et al. 1995, Roberts et
al. 1988, Hahn et al. 2000, Spira et al. 2003).

Estes mecanismos de diversidade genética geraram os grupos do HIV-1
com os seus subtipos e sub-subtipos. As proteinas do envelope (env) do grupo M
e O mostram uma variagdo de 30-50%. Ja a distancia entre os aminoacidos da
regido env entre os subtipos do grupo M alcanca 25-35%, e na regido gag € de
15% (Thomson et al. 2002, Takebe et al. 2004), pois essa regiao codifica
proteinas do “core”, que formam uma estrutura relativamente inflexivel (Wainberg
et al. 2004). Os subtipos Al, A2, A3, A4, e F1, F2 (Thomson et al. 2002, Meloni et
al. 2004, Vidal et al. 2006) possuem uma diferengca de 10-15% na sequéncia de
nucleotideos (Wainberg 2004).

O genoma do HIV-1 mostra ndo somente altos niveis de variabilidade
genética entre as diferentes cepas virais, mas também uma significante variacao
na sequéncia de aminoacidos em um mesmo individuo que pode alcangar 20%,
constituindo grupos de virus proximamente relacionados, denominados

“quasispécies” (Holland et al. 1992, Gao et al. 2004).



1.5 Formas Recombinantes do HIV-1

A circulacdo de varios subtipos em uma mesma area geografica favorece
infeccbes duplas por diferentes subtipos virais que podem ser simultaneas ou
sequenciais. Quando uma infec¢cdo dupla ocorre em um Unico evento de
transmissdo, essa é designada co-infeccdo. Por outro lado, a superinfeccado se
refere as infecgbes sequenciais, envolvendo no minimo dois eventos de
transmissao diferentes (Najera et al. 2002).

Eventos de recombinacéo viral ocorrem quando dois ou mais subtipos
iguais ou diferentes infectam simultaneamente a mesma célula, permitindo o
encapsulamento de um RNA transcrito de cada provirus em um virion
heterozigoto. Apdés a subsequente infeccdo de uma nova célula, a transcriptase
reversa salta entre os distintos transcritos de RNA fazendo a leitura nas duas fitas
gue gera uma nova sequéncia sintetizada de DNA retroviral que é recombinante
entre os dois genomas parentais (Goodrich et al. 1990, Hu et al. 1990, Stuhlmann
et al. 1992). Aqueles virus mosaicos sdo recombinantes pelo fato que pontos de
recombinacéo podem ser identificados entre as regides gendmicas com diferentes
associacoes filogenéticas (Carr et al. 1998, Gao et al. 1998).

A taxa de recombinacdo do HIV-1 € uma das mais altas de todos os
organismos, com uma estimativa de trés eventos de recombinagdo por genoma
por ciclo replicativo (Zhuang et al. 2002), excedendo a taxa de mutacao por
replicacdo. A descoberta que a maioria das células infectadas alberga dois ou
mais diferentes provirus (Jung et al. 2002), e a evidéncia de dupla infec¢do (Jost
et al. 2002, Koelsch et al. 2003), coloca a etapa de recombina¢cdo com uma funcao
central na geracdo da diversidade do HIV. A recombinacdo € mais Obvia ocorrer

entre grupos do HIV-1 e entre diferentes subtipos, mas é também provavel ocorrer
;



entre membros do mesmo subtipo, embora métodos atuais falhem na identificacao
de recombinacdo intra-subtipo. A co-circulacdo de virus do mesmo subtipo
distintos filogeneticamente tem sido relatada na Etiopia (subtipo C) (Abebe et al.
2000), no Brasil (subtipo B) (Potts et al. 1993), em Cuba (subtipo B) (Cuevas et al.
2002) e em Portugal (subtipo G) (Esteves et al. 2002), que sado locais onde a
prevaléncia da recombinacéo intra-subtipo deveria ser estudada.

A nomenclatura atual usada para designar os recombinantes e os critérios
para a sua definicdo foi adotada em 1999 (Robertson et al. 2000). De acordo com
estes critérios, se o virus recombinante for identificado em no minimo trés
individuos sem vinculo epidemiologico e caracterizado pelo sequienciamento do
genoma completo, o virus recombinante € designado Forma Recombinante
Circulante (CRF). Dois genomas completos e a sequéncia parcial de uma terceira
cepa sao suficientes desde que a sequéncia parcial confirme a estrutura mosaica
do CRF (Peters et al. 2000). Ha atualmente 40 CRFs reconhecidas, incluindo os
subtipos E e | que foram re-classificados como CRFs (Osmanov et al. 2002,
Guimaraes et al. 2008). CRFs sdo designadas com numeros consecutivos de
acordo com a ordem de descoberta, seguidos pelos subtipos parentais, ou cpx (de
complexo) se houver mais do que dois subtipos parentais (Robertson et al. 2000).

A maioria das CRFs ¢ originaria do oeste equatorial da Africa, assim como
0s subtipos que as formam (Thomson et al 2002). Algumas CRFs representam as
formas genéticas mais prevalentes em algumas areas: CRF01_AE no sudeste da
Asia, CRF02_AG no oeste e centro-oeste da Africa, CRFO3_AB em Kaliningrado
(Russia), CRFO7_BC e CRF08_BC na China e CRF12_BF na Argentina e Uruguai
(Osmanov et al. 2002). Na distribuicdo global dos subtipos do HIV-1, 18% das

amostras infectadas correspondem a virus recombinantes. A forma recombinante



mais prevalente no mundo é a CRF02_AG (representando 31% das infeccdes no
oeste da Africa) e CRFO1_AE (representando 63% das infeccdes no Sudeste da
Asia e 24% no leste asiatico e no Pacifico) (Osmanov et al. 2002).

Além dos CRFs, existem diversas cepas do HIV-1 com estruturas mosaicas
Unicas que foram identificadas em um uUnico paciente ou em individuos com
vinculo epidemioldgico. Estas formas sao conhecidas como Formas
Recombinantes Unicas (URFs). Os achados freqientes de URFs refletem a
ocorréncia comum de infeccdes duplas e relatos mostram que a superinfec¢cdo em
infeccOes estabelecidas € possivel. A documentacdo de superinfeccdo por
diferentes formas genéticas do HIV-1 indica que a resposta imune induzida por
uma forma genética parece nao proteger contra a infeccdo com outra forma
genética distinta (Najera et al. 2002).

Estudos tém revelado a alta prevaléncia de URFs no oeste, centro-oeste e
leste da Africa (McCutchan et al. 1999, Montavon et al. 2002, Vidal et al. 2000,
Carr et al. 2001a, Renijifo et al. 1999, Hoelscher et al. 2001, Dowling et al. 2002,
Neilson et al. 1999, Eshleman et al. 2002, Yirrell et al. 2002), na América do Sul
(Carr et al. 2001b, Thomson et al. 2000), no Caribe (Cuevas et al. 2002) e na Asia
(Motomura et al. 2000, Yang et al. 2002). A prevaléncia real de URF é
provavelmente subestimada, pois a maioria das analises é feita em segmentos

parciais.

1.6 Transmissao do HIV-1

Os principais veiculos de transmissdo do HIV-1 sdo o sangue e as
secre¢bes genitais dos individuos infectados. O virus também pode ser
encontrado em outros fluidos do organismo, como por exemplo, o leite materno
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gue pode ser uma fonte de transmisséo pés-natal para o recém-nascido. Os trés
principais modos de transmissdo do HIV-1 sdo: sexual, parenteral e perinatal
(ONUSIDA 1999, Shrestha et al. 2006).

O valor minimo para a transmissao heterossexual € de aproximadamente
1500 copias/mL de carga viral. No estagio bem inicial da infeccéo a viremia é no
minimo duas vezes menor 0 que torna questionavel que pessoas infectadas
poderiam transmitir o HIV através do contato sexual neste estagio (Quin et al.
2000). Diferentemente, € concebivel que o plasma coletado de um doador
infectado recentemente durante a fase inicial da infeccdo poderia ser infeccioso
guando, por exemplo, em uma doacdo de 200 a 250 mL de transfusdo de
componente do plasma fresco congelado ou 50 a 400 mL de concentrado de
plaquetas. A infectividade de componentes derivados de células vermelhas do
sangue de uma doacéo feita durante a fase inicial da infeccdo precedendo o pico
da viremia é menos provavel devido a quantidade muito menor de plasma
(aproximadamente 20 mL) e o estoque prolongado em temperaturas refrigeradas
sédo condi¢des conhecidas que podem reduzir a infectividade do HIV (Busch et al.

1996, Fiebig et al. 2005).

1.7 Ciclo Replicativo do HIV-1

A figura 4 ilustra o ciclo replicativo do HIV-1 incluindo a entrada do virus HIV
na célula do hospedeiro através da interacdo de dominios varidveis da gpl120 a
molécula CD4 (receptor primério) presente em macrofagos, células dendriticas e
linfécitos T. Essa interagdo promove modificacdes conformacionais na molécula

da gp120 que permite a sua ligacdo aos receptores de quimiocinas (receptores
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secundarios ou co-receptores) mais notavelmente o0 CCR5 e o CXCR4. Cepas
virais com tropismo para macrofagos e células dendriticas usam o receptor CCR5
(cepas R5), que é responsavel pela transmissédo do virus e predomina durante a
fase assintomética da doenca (Busch et al. 1997) e n&o induz sincicio in vitro
(cepas NSI). Isto tem sido demonstrado pela quase completa resisténcia de

individuos homozigotos para a delecdo na posicdo 32 da regido codificadora do
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Figura 4. Ciclo replicativo do HIV. (Adaptado de Rambaut et al. 2004).

receptor (denominada de CCR5A32) (Samson et al. 1996). Atualmente foi
descoberta outra variante genética natural da regido codificadora do CCR5 que
também modula a progresséo da doenca pelo HIV e a funcéo do receptor. Estudo
sobre a influéncia de fatores genéticos do hospedeiro no risco de transmissao

vertical do HIV-1 em Kigali, Ruanda, identificou individuos heterozigotos para a
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delecdo na posicdo 24 na regidao codificadora do CCR5 (denominada de
hCCR5A24) (Masqueliera et al. 2007). Cepas que usam o0 receptor CXCR4
emergem numa fase tardia da infeccdo. Estas cepas indutoras de sincicio (Sl)
tropicas para células T CD4+ sédo associadas com alta taxa de declinio de células
CD4+ e entéo progressao mais rapida para a aids (Zhang et al. 1998).

A interacdo entre a gpl20 com o co-receptor leva a insercdo da gp4l na
bicamada lipidica da célula do hospedeiro, ativando seus peptideos de fusdo que
promovem a fusdo do envelope viral com a membrana da célula alvo e liberagéo
do cerne viral no citoplasma da célula do hospedeiro (Barré-Sinoussi 1996).

Apos a fusédo do envelope viral com a membrana plasmatica, o capsideo &
entdo desencapado em um processo que consiste na liberacdo do contetdo do
capsideo no citoplasma, ou seja, 0 RNA gendmico e enzimas virais. Esta etapa €
fundamental para a transcricdo reversa (Frankel et al. 1998) que promove a
sintese de uma copia de DNA de fita dupla, catalisando as reacdes de
polimerizacdo de DNA a partir da fita de DNA do hibrido RNA-DNA (Vaishnav et al.
1991). Seguindo-se a transcricdo reversa, um complexo nucleoprotéico, incluindo
a IN, a p17 e o DNA formado, é rapidamente transportado para o nucleo da célula
hospedeira em um processo mediado pela Vpr, uma proteina de 96 aminoacidos.
A acao desta proteina permite o transporte do complexo nucleoprotéico mesmo na
auséncia de rompimento mitético do envelope nuclear (Cohen et al. 1996). A acéo
da terceira enzima viral, a IN, resulta na integracdo estavel do DNA complementar
(cDNA) do genoma viral no DNA cromossdmico através de véarias etapas como
endonuclease, transferéncia de fita, desintegracédo e ligacdo, estabelecendo um

provirus e completando assim a fase pré-integrativa (Katz et al. 1994).
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Quando os RNAs sé&o transcritos, eles sdo entdo transportados para o
citoplasma, onde serdo entéo traduzidos, ou constituirdo RNA gendémico de novas
particulas virais em um processo regulado pela proteina Rev (Hope 1997). A
traducdo citoplasmatica dos RNA mensageiros (MRNAS) virais fornece as
proteinas Vif, Vpr, Nef, além das poliproteinas gag e gag-pol que serao
processadas posteriormente em pl7, p24, p7, p6, PR, TR e IN. As proteinas
gp120 e gp4l, presentes na membrana externa do HIV-1, sdo formadas a partir da
poliproteina env gp160 que, por sua vez € co-expressa com os receptores CD4 no
reticulo endoplasmatico (Vaishnav et al. 1991). A degradacéo dos receptores CD4
recém sintetizados, necessaria ao transporte de env até a membrana celular, é
feita pela proteina Vpu (Lanb et al. 1997).

Os virions sao inicialmente montados préximo a membrana celular na forma
de particulas imaturas compostas de um envelope glicoprotéico, RNA genémico e
poliproteinas virais (Gonda et al. 1985). Apds, ou durante o processo conhecido
como "brotamento”, as particulas virais passam por uma modificagcdo morfologica
conhecida como maturacdo (Kaplan et al. 1994). A maturacdo consiste na
clivagem das poliproteinas gag e gag-pol pela PR viral, produzindo enzimas e
proteinas estruturais do capsideo (Gonda et al. 1985). O processamento das
poliproteinas no virion completa o ciclo de replicacdo do HIV. Os virions maduros

séo entdo capazes de infectar um linfécito adjacente (Vaishnav et al. 1991).

1.8 Patogénese do HIV-1

Os eventos iniciais da infeccdo primaria pelo HIV ainda ndo foram
completamente elucidados. Estudo in vivo em primatas infectados com o virus da
imunodeficiéncia simio (SIV) (Lifson et al. 1997, Nowak et al. 1997) revelaram uma

13



sequéncia de eventos relevantes para a transmissédo sexual do HIV, comecando
com a penetracdo viral na superficie do epitélio da mucosa, seguida pela deplecao
de células da submucosa (TCD4+, células dendriticas e macrofagos) e
subsequente dispersdo viral para os linfonodos drenantes (Pope et al. 2003,
Brenchley et al. 2006). O periodo inicial da infeccdo pelo HIV € marcado pela
viremia indetectavel atribuivel a sequestracdo do HIV na mucosa e tecidos
linfaticos (Kahn et al. 1998). Um grande numero de células T CD4+ séao
depletadas rapidamente dentro das primeiras semanas de infeccdo e estao
predominantemente localizadas no trato gastrointestinal. Esta fase dura entre 1 e
4 semanas, baseado no tempo de aparecimento da sindrome retroviral aguda e da
viremia do HIV em pacientes com datas conhecidas de exposi¢cdo (Gaines et al.
1998, Lindback et al. 2000, Fiebig et al. 2005).

O comeco da viremia, definido como deteccdo verificavel de particulas
virais ou de material genético na circulagcdo sanguinea, indica infectividade do
individuo exposto com potencial para transmissdo secundaria (Busch et al. 1997,
Ling et al. 2000, Kopko et al. 2001) e permite diagnosticar e confirmar a infeccao
(Nguyen et al. 2000, Hecht et al. 2002). Da concentracéo viral quantificavel inicial
até a concentracao viral maxima, leva aproximadamente o mesmo tempo para que
ocorra a soroconversdo de anticorpo (Little et al. 1999, Fiebig et al 2003). A
viremia mensuravel em primatas foi observada entre 5 e 30 dias apds a exposi¢ao
intravaginal experimental (Fiebig et al 2005).

Apés a fase inicial aguda, o individuo entra em uma fase de laténcia clinica,
gue pode durar até 10 anos, representada por uma progressiva queda no nimero
de linfécitos T CD4+ e manutencdo da carga viral num determinado patamar

(Geskus et al. 2007).
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A ativacdo imune cronica € uma caracteristica da progresséo para a aids.
De fato, a ativacao policlonal de células B foi uma das primeiras anormalidades
imunologicas descritas em individuos infectados pelo HIV (Lane et al. 1993). A
injaria ao componente imune da superficie da mucosa gastrointestinal, junto com o
dano do micro ambiente do epitélio intestinal (Nowak et al. 1997, Kahn et al. 1998,
Pope et al. 2003) com sua funcdo antimicrobiana, promovem a passagem de
microrganismos da microbiota intestinal, para os outros 6rgdos, caracterizando a
translocacdo microbiana. A ativacdo imune sistémica durante a fase cronica da
infeccao pelo HIV ocorre com o0 aumento da translocacao de produtos microbianos
do lumen intestinal (Brenchley et al. 2006). Além do aumento da translocacao
microbiana, ocorre 0 aumento do turnover celular (Hellerstein et al. 1999), da
freqiéncia de células T com um fendtipo de células ativadas (Hazenberg et al.
2000) e dos niveis sorolégicos de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias
(Valdez et al. 1997). O grau de ativacdo indica melhor a progressédo da doenca do
gue a carga viral (Giorgi et al. 1999). Como consequiéncias deste processo, podem
ocorrer infeccdes oportunistas (infeccdes bacterianas, toxoplasmose, infeccbes
fungicas), caquexia, neoplasias (sarcoma de kaposi) e degeneracdo do sistema

nervoso central (Simon et al. 2006).

1.9 Numeros de Casos de HIV+/aids

Os ultimos dados divulgados pela UNAIDS (6rgdo da ONU de combate a
aids) em 2007 informam que dos 33,2 milhdes de pessoas que vivem hoje com
HIV no mundo, 22,5 milhdes (68%) residem na Africa Subsaariana, 4 milhdes
(12%) no sul e sudeste da Asia, 1,6 milhdo (4,8%) na América Latina (destes um

terco vivem no Brasil), 1,6 milhdo (4,8%) no leste Europeu e Asia Central e 1,3
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milhdo (3,9%) na América do Norte. O nimero de novas infeccdes na Africa
Subsaariana declinou de 2,2 milhdes em 2001 para 1,7 milhées em 2007. Mas a
Africa Subsaariana continua a ser a mais afetada em termos globais. O aumento
mais acentuado de novas infeccbes pelo HIV ocorreu no Leste Asiatico (77000
novos casos em 2001 para 92000 novos casos em 2007). No Caribe, na América
Latina, no Oriente Médio e norte da Africa, na América do Norte e no Oeste
Europeu, os numeros de novas infec¢cdes pelo HIV em 2007 permaneceram
aproximadamente estaveis (UNAIDS 2007).

O Brasil € o pais mais afetado pela epidemia de HIV/aids na América do
Sul, a taxa de prevaléncia é em torno de 0,6%, segundo o Boletim Epidemiologico
de DST/aids publicado em dezembro de 2007. Desde o inicio da epidemia em
1980, até 30/06/2007, foram notificados 474.273 casos de aids (314.294 sao do
sexo masculino) — 289.074 no Sudeste, 89.250 no Sul, 53.089 no Nordeste,
26.757 no Centro Oeste e 16.103 no Norte. Nas regides Sul, Sudeste e Centro
Oeste, a incidéncia de aids tende a estabilizacdo. No Norte e Nordeste, a
tendéncia € de crescimento. A regido Norte apresenta maior crescimento no
numero de casos de aids (39,6%). O numero passou de 1.459 notificacbes, em
2002, para 2.037, em 2006. No Nordeste, 0 niumero passou de 4.590, em 2002,
para 5.189, em 2006 (aumento de 13%). O Sudeste é a regido que apresenta
maior queda (25%). Foram 21.752 casos registrados em 2002 e 16.306 em 2006.
No Sul, 0 numero caiu de 8.577 casos, em 2002, para 7.002 em 2006 (reducgéo de
18,4%). No Centro Oeste, a tendéncia é de estabilizagdo, com tendéncia a queda -
foram 2.438 casos em 2002 e 2.094 em 2006 (Ministério da Saude 2007).

Ao longo do tempo, a razdo entre os sexos vem diminuindo de forma

progressiva. Em 1985, a proporcéo de infectados do sexo masculino e feminino
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era de 15:1. Hoje, a relacéo é de 1,5 para 1. Na faixa etaria de 13 a 19 anos, ha
inversao na razao de sexo, a partir de 1998. Em ambos 0s sexos, a maior parte
dos casos se concentra na faixa etaria de 25 a 49 anos. Porém, nos ultimos anos,
tem-se verificado aumento percentual de casos na populacdo acima de 50 anos,
em ambos os sexos. Na populacdo com mais de 13 anos observa-se crescimento
da epidemia em heterossexuais, estabilizacdo entre homossexuais e bissexuais e
reducdo entre usuarios de drogas injetaveis (UDI). Em homo/bissexuais jovens, no
entanto, a tendéncia € de crescimento (Ministério da Saude 2007).

Além disso, observa-se 0 avanco da epidemia para municipios de pequeno
porte (abaixo de 200 mil habitantes), e o0 aumento do percentual de casos de AIDS
em individuos de menor escolaridade, indicando a pauperizacdo da epidemia

(Ministério da Saude 2007).

1.10 Técnicas para Caracterizacdo Molecular do HIV-1

Testes rotineiros de monitoramento soroldgico permanecem uma primeira
etapa essencial de vigilancia. O tradicional teste de monitoramento anti-HIV
(ELISA), testes suplementares (especialmente o Western blot), e testes para
antigenos do HIV podem detectar a maioria das infec¢cdes pelo HIV e pode
distinguir entre HIV-1 e HIV-2 (Schochetman et al. 1994). No entanto, eles
geralmente nao distinguem um subtipo do outro.

A aplicacdo de técnicas baseadas em amplificacdo de &cidos nucléicos,
como a reagao em cadeia da polimerase (PCR), tem melhorado a detecgao e
caracterizacdo genética de patdgenos infecciosos como o HIV (Ou CY et al. 1988,
1993). Embora avancos significantes tenham sido feitos em tecnologias de
seqlenciamento genético, esta é ainda laboriosa e onerosa. O principal desafio
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para caracterizacdo em larga-escala do HIV € a selecdo de cepas de interesse
para subsequente sequenciamento. Tais técnicas como: sondas genéticas subtipo
especificas (Ou CY et al. 1990, 1993), Ensaio da Mobilidade do Heteroduplex
(HMA) (Delwart et al. 1993) e a Analise do Polimorfismo dos Fragmentos de
Restricdo (RFLP) (Pieniazek et al. 1995) podem prover maneiras mais faceis para
subtipar um namero grande de isolados de HIV. No entanto, o sequenciamento
genético é o padréo ouro para a caracterizacao viral.

Uma vez identificado os genotipos, podem ser usados para avaliar padrdes

de transmissdo na comunidade e vinculos epidemioldgicos entre 0s casos.

1.10.1 Ensaio da Mobilidade do Heteroduplex

O HMA é uma técnica de triagem molecular que permite a identificagdo do
subtipo viral do HIV-1 mediante andlise da mobilidade eletroforética de hibridos de
DNA em gel de poliacrilamida. Os hibridos sdo gerados a partir da mistura de
sequéncias de DNA do HIV-1 de amostras-testes com sequéncias de DNA de
cepas de referéncia com subtipos conhecidos. Inicialmente a mistura é aquecida a
94 °C, promovendo a desnaturacdo das duplas fitas de DNA, seguida de rpido
resfriamento, que provoca o0 reanelamento das fitas. No reanelamento ha a
formacao de “homoduplex”, representados pela recomposicdo das duplas fitas
originais das amostras testes e das cepas de referéncia. Além disso, sdo formados
“heteroduplex” ou hibridos de DNA pelo anelamento de fitas heterdlogas
proveniente das amostras testes e das cepas de referéncia. Quanto maior a
homologia genética entre as seqiéncias de DNA reaneladas, maior a rapidez de
migragao no gel. Portanto os “homoduplex” exibem maior velocidade de migragcao
eletroforética que os “heteroduplex”. Os “heteroduplex” com maior homologia na
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sequéncia de nucleotideos exibem maior mobilidade eletroforética que aqueles
geneticamente mais distantes. Assim, analisando-se as mobilidades eletroforéticas
dos diferentes hibridos é possivel identificar o subtipo do HIV-1 na amostra-teste
pela identificacdo do heteroduplex que obteve a maior mobilidade eletroforética no

gel (Delwart et al.1993, Heyndrickx et al. 2000).

1.11 Epidemiologia Molecular do HIV-1

Todos os grupos do HIV-1 s&o encontrados na Africa Subsaariana. O grupo
M é prevalente em todos os continentes e os grupos N e O sédo geograficamente
restritos a Africa Central (Simon et al. 1998, Vidal et al. 2000, Yamaguchi et al.
2003). Em escala global os subtipos mais prevalentes do HIV-1 sdo: C (50,0%), A
e A/G (17,0%), e B (10,0%) (Hemelaar et al. 2006). O subtipo A e a forma variante
recombinante A/G sd0 0s mais prevalentes no oeste e parte central da Africa. O
subtipo B é 0 mais prevalente na Europa, nas Américas, Australia e sudeste da
Asia. O subtipo C tem sido responséavel por novas epidemias devido a sua
propagacdo incontrolada na Botswana, Zimbabue, Malaui, Zadmbia, Namibia,
Lesoto, Africa do Sul, india, Nepal e China. O subtipo D é prevalente no leste e
parte central da Africa, com alguns casos esporadicos observados no sul e oeste
Africano. O recombinante A/E foi encontrado na Tailandia, nas Filipinas, China e
Africa Central. O subtipo F foi identificado na Africa Central, América do sul e leste
Europeu. O subtipo G foi detectado nas mesmas regides geograficas onde o
recombinante A/G é prevalente. Os subtipos H e J foram encontrados somente na
Africa Central. O subtipo K foi encontrado em pacientes na Republica Democrética
do Congo e em Camardes. (Weniger et al. 1994, Thomson et al. 2002, Wainberg

et al. 2004, Hemelaar et al. 2006).
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As populagdes migrantes modificam o padrdao da distribuicdo dos subtipos
do HIV-1. Os subtipos C e A do HIV-1, assim como as formas recombinantes, sao
de interesse especial, porque representam os subtipos predominantes na Africa e
Asia onde o HIV-1 propaga-se mais rapidamente (Wainberg et al. 2004).

No Brasil diversos estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV-1
mostraram a predominancia do subtipo B e a presenca dos subtipos F (Morgado et
al. 1994, 1996, 1998, Bongertz et al. 2000, Stefani et al. 2007, Guimarées et al.
2008), C (Csillag et al. 1994, Soares et al. 2005, Locateli et al. 2007), D (Morgado
et al. 1998) e A (Caride et al. 2001), e dos recombinantes B/F e B/C (Sabino et al.
1994, S& Filho et al. 2006, Santos et al. 2006, Guimardes et al. 2008). Ha
diferencas na distribuicdo dos subtipos entre as regibes geograficas. Estudos
realizados no Norte e Sudeste verificaram a predominancia do subtipo B seguido
pelo subtipo F (Weniger et al. 1994, Bongertz et al. 2000, Vicente et al. 2000, Sa
Filho et al. 2006, Cabral et al. 2006, Guimaraes et al. 2008). O subtipo B também é
predominante no Nordeste (Couto-Fernandez et al. 1999, Medeiros et al. 2006,
Pedroso et al. 2007, Cavalcanti et al. 2007) e no Centro-Oeste (Stefani et al. 2000,
2007, Véras et al. 2007) com casos limitados dos subtipos F e C. O subtipo C foi
primeiramente detectado no Sul do Brasil em amostras coletadas em Porto Alegre/
RS (Csillag et al. 1994). Amostras retrospectivas de 1991 e 1992 foram
sequenciadas pela WHO HIV Network (1994), mostrando que desde 1992 este
subtipo j& estava no pais (Soares et al. 2003). E na regido Sul que ocorre o maior
namero de infeccdes pelo subtipo C em contraste com o padrdo de distribuicao
dos subtipos de HIV-1 do resto do pais (Morgado et al. 2002).

O subtipo B circulante no Brasil difere do classico subtipo B que apresenta

a sequéncia GPGR no topo da alga V3 da gp 120 que é prevalente na América do
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Norte e na Europa. No Brasil a sequéncia mais prevalente é a GWGR e esta
variante € denominada B” (Potts et al. 1993). A origem da variante GWGR no
Brasil ndo é clara. Esta variante foi primeiramente relatada em 3 de 29 pacientes
no Japao, um dos quais era uma mulher que emigrou da América do Sul. Baseado
na migracao, esta variante parece estar no Brasil desde o inicio da epidemia da
AIDS no pais (Bongertz et al. 2000).

O mapeamento genético molecular do HIV-1 em pacientes da regido
Centro-Oeste, mais especificamente no estado de Goias, vem sendo realizado
pelo grupo de pesquisa do Laboratério de Imunologia da Aids e Hanseniase do
Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da Universidade Federal de Goias
(IPTSP/UFG). Mediante a utilizagcdo do HMA para as regides de env e gag do
genoma do HIV-1, a diversidade genética do HIV-1 tem sido avaliada em
diferentes grupos populacionais incluindo gestantes, pares de mae/filhos
infectados pela via vertical e pacientes co-infectados com diferentes patdogenos
como Mycobacterium leprae, Mycobaterium tuberculosis e o virus da hepatite C
(Alvares Jr 1999, Ferro MO 2000, Stefani et al 2000, Alcantara 2003, Pereira et al.
2004, Lins 2005, Pereira et al. 2006, Stefani et al 2007). Os resultados destes
estudos indicam predominancia do subtipo B, seguido pelo subtipo F e isolados
com subtipos discordantes B/F em env e gag. Esses estudos também indicam a
introducao e circulagdo do HIV-1 subtipo C, na regido Centro-Oeste do pais. Além
dos isolados com subtipos discordantes B/F, outros isolados com subtipos
discordantes em env e gag foram detectados: B/D, F/B, B/C (Stefani et al 2000,

Alcantara 2003, Pereira et al. 2004, Lins 2005, Stefani et al. 2007).
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1.12 Impacto da Diversidade Sobre a Transmissao e Progressdo da Doenca

O alto nivel de variabilidade genética do HIV-1 pode ter implicacbes para a
patogénese do HIV-1, transmissao, diagnéstico, tratamento e desenvolvimento de
vacinas. Diferentes subtipos podem apresentar propriedades bioldgicas distintas
que influenciam o tropismo celular e a cinética de replicagdo viral, levando a
diferencas na transmissibilidade e na patogenicidade (Hemelaar et al. 2006).

Alguns estudos tém relatado diferengcas nas taxas de progressao a AIDS
em individuos infectados por diferentes subtipos de HIV-1 (Galai et al. 1997, Kanki
et al. 1999, Kaleebu et al. 2002). Resultados contraditérios tém sido também
descritos (Alaeus et al. 1999). Em experimentos de competicdo de crescimento
com isolados primarios do HIV-1 infectando células mononucleares do sangue
periférico, a ordem da capacidade replicativa é: subtipo A, B, D, CRF01_AE >
subtipo C > HIV-2 > grupo O (Arien et al. 2005). Essa capacidade replicativa
verificada in vitro poderia implicar em diferencas na viruléncia de cada subtipo.

Outras diferengas atribuidas ao virus, ao hospedeiro, a fatores ambientais,
bem como diferengas no desenho do estudo, no tamanho da amostra, no uso de
marcadores de progresséo e duragdo do seguimento clinico podem influenciar nos
resultados de estudos sobre as particularidades da patogénese de cada forma

viral (Hemelaar et al. 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

Dados sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 em pacientes da regiao
Centro-Oeste e Norte do pais sdo escassos. Estudo recente realizado com 406
pacientes infectados pelo HIV-1 provenientes dos estados de Goias, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul no periodo de 2001 a 2004, foram analisadas nas regifes
env e gag por HMA. Os resultados indicaram a prevaléncia do subtipo B nesta
regido. O subtipo F foi observado em casos esporadicos em Mato Grosso do Sul e
em Goias. O subtipo C “puro” do HIV-1 foi detectado em Goias e nos outros
estados foi detectado na forma discordante B/C (Stefani et al. 2007).

Até o momento ndo existem relatos sobre a diversidade genética do HIV-1
em pacientes do estado do Tocantins e a casuistica de Mato Grosso se restringe a
50 casos descritos.

Os estados do Tocantins e do Mato Grosso séo caracterizados por um forte
componente migratério que pode favorecer maior diversidade genética do HIV-1.
Nesse contexto, esse estudo visa contribuir para o mapeamento genético

molecular do HIV-1 nestes estados do Brasil.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Caracterizar o subtipo do HIV-1 em pacientes dos estados do Tocantins e

do Mato Grosso na regido gag do genoma viral.

3.2. Objetivos Especificos

1. Identificar os subtipos do HIV-1 na regido gag pelo Ensaio da Mobilidade
de Heteroduplex (HMA) entre as diferentes categorias de exposicao;

2. Descrever o perfil epidemioldgico (sexo, idade, categoria de exposicao),
imunologico (contagem de células TCD4/CD8) e viral (carga viral) dos pacientes.

3. Monitorar a diversidade do HIV-1.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area Geogréfica

4.1.1 Estado do Tocantins

O estado do Tocantins criado a partir da divisdo do estado de Goias (parte
norte e central) em 1988 estéa situado na regido Norte, sendo Palmas a capital do
estado. A populacdo € composta de nativos e imigrantes de todas as regides do
pais (IBGE 2008).

Segundo ultimo boletim do Sistema Nacional de Vigilancia em Saude
aproximadamente 870 casos de aids foram notificados até dezembro de 2005,
sendo 61% do sexo masculino. Os municipios do estado que apresentam o maior
numero de casos de aids acumulados até 2005 foram: Palmas (204), Araguaina

(103), Gurupi (72), Porto Nacional (30) e Paraiso do Tocantins (25).

4.1.2 Estado do Mato Grosso

O estado do Mato Grosso resultou da divisdo do antigo estado em 1977.
Situa-se ao norte e é caracterizado pela economia agropecuaria. A diversidade
populacional do estado do Mato Grosso, terceiro maior estado do pais em area,
reflete o extenso nimero de migrantes do nordeste, sul e sudeste, atraidos por
politicas de incentivo governamentais (IBGE 2008).

Conforme o Boletim do Sistema Nacional de Vigilancia em Saude, Mato

Grosso possui 5020 casos de aids notificados até dezembro 2005, 61,3% do sexo
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masculino. Os municipios do estado que apresentam o maior numero de casos de
aids acumulados até 2005 foram: Cuiaba (2.261), Varzea Grande (726),

Rondonopolis (509), Caceres (104) e Sinop (109).

4.2 Recrutamento dos Pacientes e Obtencdo de Amostras de Sangue Total

Cento e trinta pacientes infectados pelo HIV-1 de ambos 0s sexos em uso
ou ndo de antiretrovirais atendidos no Laboratorio Central (LACEN) regional de
Cuiaba/MT (n=60, coletados em 2005) e Palmas/TO (n=70, coletados entre 2003 e
2006) foram incluidos por demanda espontanea, mediante assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1). Os pacientes foram entrevistados
utilizando formulario padronizado contendo informacgfes soécio-demograficas e
epidemiologicas, como idade, sexo, procedéncia, nivel de escolaridade, categoria
de exposicdo e uso de antiretrovirais (Anexo 2). Coletou-se 5 mL de sangue
venoso periférico em tubo vacutainer- EDTA (Becton & Dickinson, San Jose —CA,
USA). As amostras de sangue total e plasma foram codificadas, aliquotadas,
congeladas e enviadas sob refrigeracao para o Laboratério de Imunologia da AIDS
e da Hanseniase do IPTSP/UFG onde foram estocadas em freezer -80 °C.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Médica

Humana e Animal do Hospital das Clinicas/UFG.

4.3. Extragao, Purificacao e Quantificagdo do DNA Total

A extragdo do DNA genomico total foi realizada segundo protocolo do

NIH/AIDS Research and Reference Reagent Program (HMA HIV-1 gag subtyping
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kit protocol version 5). Resumidamente 500 yL de sangue-EDTA foram tratados
com solucdo de lise de hemacias denominada solucdo A (sucrose 1 M SIGMA,
Tris HCI 1 M (Invitrogen —Life Tech, CA,USA), MgCl, 1 M (SIGMA) e 1 mL de
Triton-X 100 (Invitrogen), qsp para 100 mL de &gua ultrapura (Milli-Q - Milli-Q
Academic, Gradient, Biocel Synthesis, USA)). A mistura foi homogeneizada em
vortex, centrifugada a 4000 rpm por 15 min e o sobrenadante desprezado. Foi
adicionado 1 mL de DNAzol (Molecular Research Center Inc. Cincinatti, Ohio,
USA) e incubado por 15 min para promover a lise de células mononucleares
periféricas. A essa solucéo, foi acrescido etanol 100% (MERCK), para precipitacao
do DNA gendmico, seguido de resfriamento a temperatura de -80 °C por 1 h e
centrifugado a 14000 rpm por 25 min em temperatura ambiente e o sobrenadante
desprezado.

Em seguida, o precipitado de DNA gendmico foi lavado por duas vezes (1
mL de etanol 80% - MERCK), por centrifugagcédo (14000 rpm por 2 min e 14000
rpm por 5 min) e o sobrenadante desprezado. O DNA gendmico foi incubado por
30 min em estufa a 60 °C ou por 12 h a temperatura ambiente e posteriormente
solubilizado em 50 pL de agua ultrapura Milli-Q.

A quantificacdo e avaliacdo do grau de pureza do DNA gendmico foram
determinadas pela leitura da absorbancia em comprimentos de onda de 260 nm e
280 nm (GeneQuant RNA/DNA Calculator - Amersham Pharmacia Biotech,
Cambridge, England) em amostra de DNA diluida (1:20 em agua ultrapura). Foi
utilizada uma concentracdo minima de 1 ng de DNA gendmico por reacdo de
amplificacdo, de acordo com as recomendacfes do protocolo para HMA (HMA

HIV-1 gag subtyping kit protocol version 5). As amostras de DNA gendmico
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contendo o DNA proviral foram armazenadas e estocadas a temperatura de -80

°C.

4.4. Amplificacdo de Fragmentos do Gene gag do DNA Proviral por Reacao

em Cadeia da Polimerase Tipo “nested”-PCR

“Nested’-PCR, ou PCR em duas etapas foi empregada para gerar
fragmentos do gene gag em quantidades suficientes para serem submetidas a
caracterizacdo genotipica do HIV-1 por HMA (HMA HIV-1 gag subtyping kit
protocol version 5 - NIH/AIDS Research and Reference Reagent Program).

A primeira etapa de amplificacdo da regido viral gag
foram utilizados 0s iniciadores (primer) H1P202 a 10pmol
(5-CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT-3’) e H1G777 a 10 pmol
(5-TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG-3) (GIBCO), que amplificam um
fragmento de 1,1 Kb compreendendo a regido que codifica desde o aminoacido 16
da p24 até o aminoacido 33 da protease, em relacédo ao isolado ELI do HIV-1 do

grupo M (Genebank accession number KO03454), segundo o descrito a seguir:

Agua Milli-Q. ....oveeveieeeeeeeeece e 32,1 L

Tampéao de PCR 10X com MgCI2 15 mM ...... 5,0 uL

Mistura de dNTPS 25 mMM.........cooeiiiiiiinnnen. 0,4 pL
H1P202 10 pmMOl ..o 1,0 uL
H1G777 10 PMOI .o 1,0 pL
Taq DNA polimerase 5U ......ccooeeevvviiiiieeenennnns 0,5 uL
AMOSHIa ... 10 pL
Volume final .......coooeiiiiiin 50 pL
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A segunda etapa de amplificagdo da regido viral gag foram utilizados os
iniciadores (primer) H1Gag1584 a 10 pmol (5-AAAGATGGATAATCCTGGG-3) e
gl7 a 10 pmol (5-TCCACATTTCCAACAGCCCTTTTT-3) (GIBCO), que
amplificam um fragmento de cerca de 460 pb correspondente a regidao que codifica
desde o aminoacido 132 da p24 até o aminoacido 40 da p7, no genoma do isolado
ELI do HIV-1 do grupo M (Genebank accession number K03454), segundo o

descrito a seguir:

Agua Milli-Q ..o, 63,5 pL

Tampao de PCR 10X ¢/ MgCI2 15 mM .... 16,7 uL

Mistura de dNTPS 25 MM ........ccccceceeeeeennnn. 0,8 uL
H1Gag1584 10 pmol .......ccceeveeeeeiieeeeeeeee, 4,0 uL
017 20 PMOL .o 4,0 L
Taqg DNA polimerase 5U ......ccooeeeeeeeeeenne. 1,0 uL

Produto da 12 etapa de amplificacao ...... 10,0 pL

Volume final ... 100 pL

Tanto para a primeira quanto para a segunda etapa da PCR, foram
realizados em termociclador (Perkin Elmer - GeneAmp PCR Systems 2.400,
Connectcut, USA). A primeira etapa de amplificacdo pela PCR da regido gag foi
realizada utilizando o seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo a 94 °C por 2 min; 35
ciclos a 94 °C por 30 seg, 50 °C por 30 seg e 72 °C por 90 seg; 1 ciclo a 72 °C por
7 min; 4°C por tempo indeterminado. A segunda etapa da PCR da regido gag
utilizou o programa: 1 ciclo a 94 °C por 2 min; 35 ciclos a 94 °C por 30 seg, 50 °C
por 30 seg e 72°C por 60 seg; 1 ciclo a 72 °C por 7 min; 4°C por tempo

indeterminado.
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4.5 Amplificacdo das Cepas de Referéncia do Gene gag do HIV-1

Regido gag de cepas de referéncia de subtipos conhecidos inseridas em
plasmideos de DNA foram obtidas mediante convénio com o NIH/AIDS Research
and Reference Reagent Program, USA. As cepas de referéncia foram amplificadas
com os iniciadores empregados na segunda etapa da “nested”-PCR. Desta forma,
a etapa de hibridizagdo de DNA para realizacdo da HMA (amostra-teste + cepa de
referéncia) emprega fragmentos de comprimentos semelhantes.

Para a subtipagem do HIV-1 na regido do gene gag pela HMA utilizamos
cepas de referéncia representando o0s subtipos genéticos do HIV-1 mais
prevalentes no Brasil: B (B1, B2, B3), C (C1, C2), D (D1, D3) e F (F1, F2). Cada
subtipo possui pelo menos duas cepas de referéncia provenientes de isolados

diferentes mas pertencentes ao mesmo subtipo.

4.6 Eletroforese em Gel de Agarose 1%

O produto da segunda etapa de amplificacdo das amostras - testes e das
cepas de referéncia foram aplicados em gel de agarose 1% (GIBCO) em uma
mistura contendo 5 pL de material amplificado + 2 pyL do corante marcador da
corrida Xileno Cianol 0,2% USb Corporation, (sacarose 40%, SIGMA) e + 5 uL de
agua Milli-Q. Em cada gel foi utilizado um padrédo de peso molecular (100 bp DNA
Ladder, GIBCO). A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon
11-14 and 25-25 Gel Electrophoresis Apparatus, GIBCO) durante 1 h a 100 V (Bio-
RAD Power Pac 300, USA), em tampédo TAE 1x (Tris-Acetato-EDTA, GIBCO) com
brometo de etidio 0,005% (GIBCO), - 50 uL/L de tamgo. O gel foi analisado no

transluminador (FOTO/Prep | Preparative DNA Transilluminator — Fotodyne;
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Hartland, USA) sob luz ultravioleta a 310 nm de comprimento de onda e a
visualizacdo de bandas fluorescentes, com peso molecular proximo a 500 bp

confirmava a amplificacdo do fragmento desejado.

4.7 Analise da Mobilidade de Heteroduplex dos Subtipos de HIV-1 do Gene

gag

A técnica da HMA foi realizada segundo protocolo NIH/AIDS Research and
Reference Reagent Program: HMA HIV-1 gag subtyping kit protocol version 5.
Para geracdo dos hibridos, juntou-se a solucdo contendo 5 pL das diferentes
cepas de referéncia na concentracédo de 10 ng/mL em Tris HClI 10 mM (pH 7,4) e
EDTA 0,1 mM (pH 8,0), em sequéncia a 5 pL da amostra-teste e 1,2 pL de tampéao
de anelamento 10X (NaCl 1 M Art Lab, Tris HCI 100 mM Invitrogen pH 7,8, EDTA
20 mM SIGMA). A mistura foi aquecida a 94 °C durante 2 min e imediatamente
resfriada em banho de gelo por 10 min. Foi adicionado a mistura 2 uL do corante
marcador de corrida (azul de bromofenol 0,1% GIBCO) e posteriormente aplicada

no gel de poliacrilamida a 5% preparado conforme o descrito a seguir:

Solucéo Estoque de Acrilamida /Bisacrilamida ................. 8,3 mL
TBE 10X (Tris-Borato-EDTA 10X) ...cevvvivviiiiiiineeeeeeeeeeeeeee 5,0 mL
APS (Persulfato de AmONIa) .........ccoovvvveeiiiiiiiiiiiiinieee e, 50 mg
TEMED (N,N,N’,N’-TetraMethylEthyleneDiamine) ............. 33 pL
Agua Milli-Q OSP .vvveeveeeeeieeeteeteeeee e ee et 50 mL

A solucdo estoque de Acrilamida/Bisacrilamida foi preparada a 30% em
Acrilamida e 0,8% em Bisacrilamida, em &gua Milli-Q. O TBE 10X concentrado foi

preparado a partir de acido bérico 5,5%, Tris-base 10,8%, 40 mL de EDTA 0,5M
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pH 8,0 e agua Milli-Q suficiente para 1000 mL. Para a subtipagem genética na
regido gag, o gel de poliacrilamida foi preparado com uréia 20% (Invitrogen). O gel
foi polimerizado durante 60 min em placas de vidro de 16 cm de altura x 19,5 cm
de largura (placa anterior) e 19 cm de altura x 19,5 cm de largura (posterior),
espacadores de 1,5 mm de espessura e pentes com 20 canaletas.

A eletroforese foi realizada em cuba vertical (V16-2 Vertical Gel Apparatus,
GIBCO) durante 2,5 h a 250 V (Bio-RAD Power Pac 300, USA) em TBE 1X (HMA
HIV-1 gag subtyping kit protocol version 5) com uma pré-corrida de 15 min a 250 V
antes da aplicacado das amostras.

O gel foi corado através da imersdao em TBE 1X com brometo de etidio
0,005% GIBCO - 50 pL/L, durante 20 min. A mobilidade dos hibridos foi analisada
no transluminador (FOTO/Prep | Preparative DNA Transilluminator — Fotodyne;
Hartland, USA) sob luz ultravioleta a 310 nm de comprimento de onda. Os
resultados das corridas eletroforéticas foram registrados em camera digital (DC
290 Zoom KODAK Digital Camera, Rochester, NY, USA), as fotos analisadas pelo
programa — 1D Image Analyses Software Windows Limited Edition, version 3.5,
NY, USA e arquivadas no Laboratorio de Imunologia da Aids e da Hanseniase do

IPTSP/UFG.

4.8. Andlise Estatistica

O banco de dados foi e analisado pelo programa Epilnfo 3.4.3 (CDC
Epidemiology Program Office, Atlanta, USA & WHO Global Programme on AIDS,
Geneva, Switzerland) para célculos de frequéncias, médias e medianas das

principais variaveis.
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5. RESULTADOS

5.1 Estudo da Diversidade Genética do HIV-1 em Pacientes do Estado do

Tocantins

5.1.1 Caracteristicas da Popula¢cdo Estudada (n=70)

A tabela 1 mostra as principais caracteristicas dos 70 pacientes HIV-1+/
aids do estado do Tocantins. A mediana de idade foi de 34 anos (variagao 21 — 71
anos) e 60,0% (42/70) era do sexo masculino. O contato heterossexual
representou a via predominante de exposicao ao HIV-1 relatado por 62,9% (44/70)
dos participantes. Usuarios de drogas injetaveis representaram 2,9% (2/70) dos
casos, 1 paciente relatou transfusao sanguinea e 22,9% (16/70) dos pacientes a
via de contaminacéo € ignorada. A mediana da contagem de células T CD4 foi de
376,5 células/ pL (variagdo 17 — 1.181 células/uL), e a mediana da carga viral foi
de 11.000 copias/mL (130- 970.000 copias/mL). Com relagdo ao nivel de
escolaridade dos pacientes HIV-1*/aids, 53,0% concluiram o ensino fundamental.

A maioria dos pacientes (50/66) declarou residir hd mais de 10 anos no
estado do Tocantins, 35 deles na capital Palmas, 15 em cidades do entorno
(15/50) e 71,2% (42/59) foram diagnosticados depois do ano 2000 (dados néo
mostrados). Aproximadamente um quarto dos pacientes (16/66) era procedente de
diferentes Estados do pais: Rio de Janeiro (1 paciente), Bahia (1 paciente), Distrito
Federal (1 pacientes), Goias (3 pacientes), Maranhao (3 pacientes), Sdo Paulo (3

pacientes) e Para (4 pacientes) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Caracteristicas dos Pacientes HIV+/aids do Estado do Tocantins

%

Sexo (n)
Masculino

Idade (anos)
Mediana (variacao)
<25
25-49
>49

Escolaridade ? (n)
Analfabeto
Ensino fundamental
Ensino médio
Ensino superior

T CD4" células/pL®
Mediana (variacao)

Carga viral copias/mL ®
Mediana (variacdo)
AND © (n)

Categoria de exposicéo °(n)
Sexual
Heterossexual
Homossexual
Bissexual
Parenteral
uDI
Transfusao sangiinea
Ignorada

TARV "(n)
Sim
Nao

42,0

34,0 (21,0-71,0)
7,0
58,0
4,0

1,0
35,0
20,0
10,0

376,5 (17,0-1.181,0)

11.000,0 (130,0-970.000,0)
28,0

44,0
4,0
3,0

2,0
1,0
16,0

45,0
15,0

60,0

10,1
84,1
5,8

1,5
53,0
30,3
15,2

40,6

62,9
5,7
4,3

2,9
1,4
22,9

75,0
25,0

4 Escolaridade (n=66)
® Contagem de células T CD4+ (n=68)
¢ Contagem de Carga viral (n=69)

¢ AND — Abaixo do Nivel de Deteccdo de 50 copias/mL

¢ Categoria de exposi¢éo (n=70)
"TARV - Tratamento antiretroviral (n=60)
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5.1.2 Diversidade Genotipica do HIV-1 na Regido do Gene gag de Pacientes

do Estado do Tocantins

Utilizando-se os pares de iniciadores H1P202/ H1G777 e H1Gagl1584/ g17,
o produto de PCR na regido gag foi obtido em 71,4% das amostras (50/70). Dentre
as amostras inicialmente ndo amplificadas (n=20), 14 amostras foram amplificadas
com os iniciadores alternativos HGHMAB822/ g17, totalizando eficacia de 91,4% na
amplificacdo da regido gag dos isolados estudados. As seis amostras que nao
foram amplificadas tinham a carga viral abaixo do nivel de deteccdo pela
amplificacéo e/ou o numero de células T CD4+ estava baixo.

Dentre as 64 amostras de HIV-1 analisadas por HMA gag, 82,8% (53/64)
eram do subtipo B do HIV-1. Outros subtipos do HIV-1 foram também detectados
na regiao de gag, tais como: o subtipo F em 7,8% das amostras (5/64), o subtipo
C em 4,7% (3/64) e os subtipos B/D em 4,7% (3/64) (Gréaficol). Dois isolados
caracterizados como subtipo F sdo de pacientes procedentes de outros estados.
Um do estado de Goias e o outro do estado de Sao Paulo. O uUnico paciente
procedente da Bahia teve o seu isolado caracterizado como B/D. Os pacientes dos

demais estados o HIV-1 foi do subtipo B (Tabela 2).
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Gréfico 1: Diversidade Genotipica na Regido do Gene gag do HIV-1 de Pacientes do Estado do
Tocantins (n=64).

Tabela 2: Diversidade Genotipica na Regido do Gene gag do HIV-1 de
Pacientes Residentes no Estado do Tocantins Procedentes de Outros

Estados
B F C B/D

Rio de Janeiro 1(1,5%) - - -
Bahia - - - 1 (1,5%)
Distrito Federal 1(1,5%) - - -
Goias @ 1 (1,5%) 1 (1,5%) - -
Maranhao 3 (4,7%) - - -
Séo Paulo 2 (3,2%) 1 (1,5%) - -
Para ® 2 (3,2%) - - -

% As amostras de um paciente de Goias e de dois pacientes do Para ndo amplificaram apds a
“nested”-PCR com primers alternativos, portanto nao foi possivel subtipa-las.

A maioria dos pacientes do Tocantins com HIV-1 subtipo B na regido gag
era do sexo masculino (33/53) (Grafico 2). Dentre os pacientes que relataram a
categoria de exposicao heterossexual 89,7% (35/39) apresentaram o subtipo B do
HIV-1, trés pacientes possuiam subtipo C e um o subtipo F. Os pacientes que
relataram a categoria de exposicdo homo/bissexual, 5 eram do subtipo B (3 com
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exposicao homossexual e 2 bissexual), um do subtipo F (exposicdo homossexual)

e um do subtipo B/D (exposicao bissexual) (Grafico 3).
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Grafico 2: Distribuicdo do Sexo dos Pacientes (TO) de Acordo Com os Subtipos do HIV-1.
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Grafico 3: Distribuicdo dos Subtipos do HIV-1 dos Pacientes (TO) de Acordo Com a Categoria de
Exposicao.
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5.2 Estudo da diversidade genética do HIV-1 em pacientes do estado do Mato

Grosso

5.2.1 Caracteristicas da Populacdo Estudada (n=60)

A tabela 3 apresenta as principais caracteristicas dos 60 pacientes HIV-1+/
aids do estado do Mato Grosso. A mediana de idade foi de 35,5 anos (variacéo 4
anos — 64 anos) e 48,3% (29/60) era do sexo masculino. O contato heterossexual
representou a via predominante de exposicdo ao HIV-1 (88,3% - 53/60). Um
paciente relatou recebimento de transfusdo sanglinea, um caso era de
transmissao vertical e um paciente mencionou acidente de trabalho. A mediana
das contagens de células T CD4 foi de 388 células/ uL (variddo 37 — 958
células/yL), e a mediana da carga viral foi de 9.000 copias/mL (variacdo 25 —
180.000 copias/mL). Com relacdo ao nivel de escolaridade dos pacientes HIV-
1*/aids, 56,7% concluiram o ensino fundamental.

Aproximadamente 98% (59/60) dos pacientes declarou residir ha mais de
10 anos no estado do Mato Grosso, a maioria deles na capital Cuiaba (37/60) em
cidades do entorno (22/60) e 73,3% (44/60) recebeu o diagnoéstico de infeccdo

pelo HIV-1 apés o0 ano 2000 (dados ndo mostrados).
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Tabela 3 — Caracteristicas dos Pacientes HIV+/aids do Estado do Mato Grosso

%

Sexo (n)
Masculino

Idade (anos)
Mediana (variacéo)
<5
25-49
>49

Escolaridade @ (n)
Analfabeto
Ensino fundamental
Ensino médio
Ensino superior

T CD4+ células/pL
Mediana (range)

Carga viral copias/mL ®
Mediana (range)
AND® (n)

Categoria de exposicéo © (n)
Sexual
Heterossexual
Homossexual
Parenteral
Transfusao sangiinea
Acidente de trabalho
Transmissao vertical
Ignorada

TARV '(n)
Sim
Nao

29,0

35,5 (4-64)
1,0
54,0
5,0

4,0
34,0
17,0

5,0

388,0 (37,0-958,0)

9.000,0 (25,0-180.000,0)
32,0

53,0
3,0

1,0
1,0
1,0
1,0

52,0
8,0

48,3

1,7
90,0
8,3

6,7
56,7
28,3

8,3

54,2

88,3
5,0

1,7
1,7
1,7
1,7

86,7
13,3

# Escolaridade (n=60)
® Contagem de células T CD4+ (n=59)
¢ Carga viral (n=59)

¢ AND — Abaixo do Nivel de Deteccdo de 50 copias/mL

¢ Categoria de exposi¢éo (n=60)

"TARV — Tratamento anti-retroviral (n=60)
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5.2.2 Diversidade Genotipica do HIV-1 na Regido do Gene gag de Pacientes

do Mato Grosso

A maioria das amostras foi amplificada (67,16% - 45/60) utilizando-se os
pares de iniciadores H1P202/ H1G777 e H1Gag1584/ g17. O produto de PCR foi
identificado em gel de agarose. Empregando-se o0s pares de iniciadores
alternativos HGHMAB822/g17 observamos o produto de PCR em 9 de 15 amostras
ndo amplificadas totalizando eficacia de 90% na amplificacdo da regido gag dos
isolados de HIV-1 dos pacientes do Mato Grosso. As seis amostras que nao foram
amplificadas tinham a carga viral abaixo do nivel de deteccédo pela amplificacao
e/ou o numero de células T CD4+ estava baixo.

A metade (27/54) das amostras subtipadas por HMA gag era subtipo B do
HIV-1. Outros subtipos do HIV-1 foram também detectados na regido de gag: 0s
subtipos B/D em 31,5% (17/54), o subtipo C em 11,1% (6/54), o subtipo F em

5,6% (3/54) e os subtipos B/F em uma amostra (Grafico 4).
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Grafico 4: Diversidade Genotipica na Regido do Gene gag do HIV-1 de Pacientes do Estado do
Mato Grosso (n=54).
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A maioria dos pacientes do Mato Grosso com HIV-1 subtipo B na regiao
gag era do sexo masculino (15/27) (Grafico 5). Todos os subtipos de HIV-1
identificados foram observados entre os pacientes da categoria de exposicao
sexual — heterossexual: 25/48 — HIV-1 subtipo B, 4 casos de subtipo C, trés
pacientes com subtipo F. Dezesseis pacientes dessa categoria apresentaram
isolados sugestivos recombinacéo ente os subtipos B/D (15/16) e 1 caso com HIV-
1 subtipo B/F (Gréfico 6).

Os trés pacientes que relataram a categoria de exposicdo sexual —
homossexual tiveram suas amostras caracterizadas como subtipo B, C e B/D. O
unico paciente infectado por transmisséo vertical no presente estudo tinha o HIV-1
subtipo B. O isolado de HIV-1 do paciente que relatou contaminacéo acidental era

do subtipo C (Grafico 6).
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Grafico 5: Distribuicdo do Sexo dos Pacientes (MT) de Acordo Com os Subtipos do HIV-1.
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Gréfico 6: Distribuicdo dos Subtipos do HIV-1 dos Pacientes (MT) de Acordo Com a Categoria de
Exposicéo.
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6. DISCUSSAO

A aids no Brasil € uma epidemia multifacetada, que € composta por varias
subepidemias, ndo possuindo um perfil epidemioldgico Unico em todo o territorio
brasileiro, mas um mosaico de subepidemias regionais que sdo motivadas pelas
desigualdades socioecondémicas e por diferencas historicas e culturais (Brito et al.
2000).

Nos estados do Tocantins e Mato Grosso existe uma diversidade
populacional devido ao forte componente migratorio presente em ambos 0s
estados que contribuiu para a formacdo de populacdes heterogéneas. Este fato
pode colaborar para a diversidade genética do HIV nestas populacdes, devido a
aglutinacdo de individuos infectados de diferentes locais de origem e que podem
apresentar diferentes subtipos do HIV-1. Tocantins foi o estado que apresentou o
maior numero de pacientes de outros locais de origem, aproximadamente um
guarto (16/66). No estado do Mato Grosso apenas um paciente era procedente do
estado de Roraima. Este fato pode ser justificado pela formag¢do mais recente do
estado do Tocantins.

A partir da década de 90 ocorre uma mudanca no perfil epidemiologico da
aids no Brasil em que se observou o0s processos de heterossexualizagao,
feminilizacdo, juvenilizacdo, pauperizacao e interiorizacdo dos casos de aids (Brito
et al. 2004). Alguns estados do Nordeste e Norte (Pernambuco, Ceara, Maranhdo,
Paraiba e Para) permaneceram com caracteristicas do inicio da epidemia da aids
no pais até o final da década de 90, por causa do numero elevado de pessoas
infectadas pela via de exposicdo homossexual/bissexual (Brito et al. 2000). A

analise dos dados coletados através de inquérito epidemiolégico, nos mostrou que
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0os pacientes de ambos os estados (TO e MT) possuem caracteristicas
epidemiologicas semelhantes ao observado na maioria das regides do pais. Nos
dois estados destacaram-se a populacdo jovem, a categoria de exposicao
heterossexual, o nivel de escolaridade baixo com o numero de mulheres
infectadas semelhante ao dos homens.

A maior prevaléncia do subtipo B no Brasil como um todo, indica um “efeito
fundador” deste subtipo, sugerindo que o subtipo B provavelmente foi o primeiro
subtipo a ser introduzido no pais e a partir dai foi amplamente disseminado pelas
vias sexual, perinatal e parenteral (Morgado et al. 1994, Galvao-Castro et al. 1996,
Morgado et al.1998, Bongertz et al. 2000, Vicente et al. 2000, Morgado et al. 2002,
Brindeiro et al 2003, Couto - Fernandez et al. 2006). O subtipo B é prevalente em
estados do interior do Brasil, como Mato Grosso e Tocantins, onde a epidemia €
mais recente do que a dos estados portuarios (exemplo Sdo Paulo e Rio de
Janeiro), caracterizando um processo de interiorizacdo do HIV-1.

Os resultados desse estudo conduzido em individuos infectados no Mato
Grosso e Tocantins indicando a prevaléncia do subtipo B sdo compativeis com 0s
dados dos estudos de diversidade genética do HIV-1 nos estados do Centro-Oeste
e Norte do pais (Alvares Junior 1999, Vicente et al. 2000, Stefani et al. 2000,
Alcantara 2003, Pereira et al. 2004, Pereira et al. 2006, Stefani et al. 2007, Véras
et al. 2007). O subtipo B do HIV-1 foi detectado no estado do Mato Grosso na
metade das amostras. Este resultado é concordante com o estudo publicado sobre
a diversidade genética do HIV-1 em que 50 amostras isoladas do Mato Grosso em
2001 que foram analisadas por técnica de triagem molecular e mais de 70%

apresentaram subtipo B nas regides env e gag (Stefani et al. 2007).
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A diminuicdo da porcentagem do HIV-1 subtipo B no Estado do Mato
Grosso no presente estudo, quando comparado com os resultados de Stefani et
al. em 2007, pode ser provavelmente explicada pelo fato de termos detectado no
presente estudo um terco de amostras que apresentaram simultaneamente o0s
subtipos B e D na regido gag. Os subtipos B e D sdo geneticamente téo
semelhantes que néo é possivel diferencia-los com seguranca pelo HMA, somente
0 seqguenciamento das amostras revelara com certeza o subtipo de HIV-1 nessa
regido do genoma. Devido a essa alta homologia genética entre os subtipos B e D,
alguns autores classificam o subtipo D como sub-subtipo B2 (Geretti 2006,
Thomson et al. 2002). Outros estudos de triagem molecular do HIV-1 conduzidos
na regido do Centro—Oeste indicaram que o subtipo D é pouco prevalente nesta
regido (Alcantara 2003, Cerqgueira et al. 2004, Pereira et al. 2004, Lins 2005).
Entre os isolados analisados por Stefani et al. (2007) ndo foi observado nenhum
isolado que apresentasse o subtipo D nas regides env e gag. O subtipo D do HIV-
1 foi detectado em uma menor proporcdo em pacientes no sudeste do pais.
Estudos moleculares de seqienciamento indicam que o subtipo D do Brasil
apresenta uma estreita relacdo filogenética com o subtipo D que circula em
pacientes na Africa do Sul (Couto -Fernandez et al. 2006). Diante do exposto, n&o
€ possivel excluir a possibilidade de que os isolados B/D observados sejam na
verdade HIV-1 do subtipo B.

Nos outros estados do Centro-Oeste (Goias e Mato Grosso do Sul) e nas
regibes vizinhas aos estados estudados (Norte e Nordeste) a prevaléncia de
subtipos do HIV-1 é semelhante a encontrada nesse estudo. Em Goias e em Mato
Grosso do Sul mais de 70% das amostras foram caracterizadas genotipicamente

como subtipo B, quando foram analisadas 271 amostras coletadas em Goiania no
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periodo de 2001 a 2004 e 85 amostras coletadas em Campo Grande no ano de
2004 (Stefani et al. 2007). Outra analise feita em isolados do estado de Goias, em
diferentes subgrupos populacionais: em pares de méaes HIV-1+ e filhos infectados
por transmissdo vertical, criancas/adolescentes HIV-1+ e em pacientes HIV-
1+/aids co-infectados com Mycobacterium leprae, mostraram a predominancia do
subtipo B, seguidos de isolados de HIV-1 com subtipos discordantes B/F
(Alcantara 2003, Pereira et al. 2004, Lins 2005). Cerqueira et al. em 2004
realizaram sequienciamento automatizado dos genes da TR e PR, em 45 amostras
provenientes de pacientes do Distrito Federal. A maioria dessas amostras se
agrupou filogeneticamente com sequéncias do subtipo B (96%) e 4%
apresentaram o padrao recombinante B/F. Estudo publicado trés anos depois com
41 isolados de pacientes infectados pelo HIV-1 residentes em Brasilia, nos quais
foram sequenciadas as regibes env e pol, mostrou numeros praticamente
idénticos em que 95,1% eram subtipo B e 4,9% eram recombinante B/F (Véras et
al. 2007).

As informacdes sobre a diversidade genética do HIV-1 no Nordeste do
Brasil sdo escassas. Em 2003 Gadelha et al. avaliaram a diversidade do HIV-1 em
149 pacientes do Ceara por HMA env e gag. Os resultados indicaram
predominancia do subtipo B (94%), seguida pelo subtipo F (2,7%) e B/F (2,7%).
Em Pernambuco, Medeiros et al. (2006), publicaram estudo com 84 isolados
sequenciados na regido pol do virus: 72,6% eram subtipo B, 22,6% subtipo F,
3,6% subtipo B/F e uma amostra subtipo C. No estado do Maranhéo, que faz
divisa com o estado do Tocantins, ndo existem estudos conhecidos. Mas no
estado da Bahia, que também faz divisa com o estado do Tocantins, Couto-

Fernadez e et al. realizaram um estudo pioneiro em usuarios de drogas injetaveis
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de Salvador/BA que detectou na regido env o subtipo B (89,5%), o subtipo F (3%)
e HIV-1 B/F (7,5%). Entre os pacientes que relataram via de exposicdo sexual
(77,4% homossexuais), 95% apresentaram HIV-1 do subtipo B, 3,4% HIV-1 BF e
1,6% HIV-1 subtipos B/C/E (Couto-Fernandez et al. 1999). Um estudo mais
recente, realizado por Pedroso et al. (2007), sequenciou a regido pol do virus de
140 amostras coletadas entre 2000 e 2004 em Salvador/Ba, onde 84% eram
subtipo B, 8% subtipo F e 2,5% subtipo C (encontrado pela primeira vez no estado
da Bahia).

Poucos estudos descrevem a epidemiologia molecular do HIV-1 na regiao
norte. Estudo realizado em isolados de 31 pacientes de Manaus/AM,
sequenciadas na regidao C2V3 do envelope indicou circulagcdo dos subtipos B
(38,7%), subtipo F (12,9%) e recombinantes B/F (35,5%) (Vicente et al. 2000).

A predominancia do subtipo B do HIV-1 no Mato Grosso e Tocantins,
também foi observada em outros estudos de diversidade genética do HIV-1 na
Bolivia que faz fronteira com o estado do Mato Grosso. O HIV-1 subtipo B também
predomina em outros paises da Ameérica do Sul, como Peru e Equador (Hierholzer
et al. 2002).

O subtipo F foi encontrado na regido gag do virus HIV-1 em pacientes dos
estados do Tocantins e do Mato Grosso. Dois pacientes residentes atualmente em
Tocantins com virus HIV-1 caracterizado como subtipo F procedem de outros
estados do pais. Um paciente procede de Sdo Paulo e o outro de Goias. Em
ambos os estados de origem dos pacientes, o subtipo F é encontrado como forma
recombinante com o subtipo B, sendo a segunda forma genética mais importante

nesses estados (Sa Filho et al. 2006, Stefani et al. 2007).
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Estudos prévios realizados no Sul e Sudeste brasileiro indicaram o subtipo
F como a segunda variante do HIV-1, mais prevalente no pais (Morgado et al.
1994, Galvao-Castro et al. 1996, Morgado et al.1998, Vicente et al. 2000, Morgado
et al. 2002, Gadelha et al. 2003). Esses estudos iniciais que apontavam o subtipo
F, como o segundo subtipo mais prevalente, foram baseados na analise de uma
ou duas regibes do genoma do HIV-1 (env, gag ou pol) (Morgado et al. 1994,
Galvao-Castro et al. 1996, Morgado et al.1998). O nosso estudo também avaliou
uma unica regido do genoma e mostrou que apenas no estado do Tocantins o
subtipo F foi encontrado como o segundo subtipo mais prevalente.

Estudos mais recentes de genoma completo ou quase completo do HIV-1
subtipo F indicam alto percentual de formas recombinantes BF (Brigido et al. 2005,
Sa Filho et al. 2006, Sanabani et al. 2006, Guimaraes et al. 2008). Um estudo
recente realizado com 11 amostras recombinantes BF provenientes da cidade de
Santos/SP relatou a presenca de dois novos CRFs denominados CRF28_ BF,
circulante na regido de Santos, e CRF29_ BF detectada em pacientes da cidade de
Santos, Sao Paulo e Rio de Janeiro (S& Filho et al. 2006). Em pacientes infetados
pelo HIV-1 do estado do Rio de Janeiro, outros dois CRFs envolvendo os subtipos
B e F foram recém descritos: CRF39 _BF e CRF40_BF (Guimarées et al. 2008).
Portanto a andlise em apenas uma regiao do genoma viral pode ter subestimado a
diversidade genética do HIV-1 em nossa amostragem.

Em outros paises da América do Sul (Argentina, Uruguai, Bolivia, Equador
e Peru) observaram-se resultados semelhantes quando limitados a analise de uma
Unica regidao do genoma do HIV-1. Na Argentina e no Uruguai o recombinante BF
mais prevalente (CRF12_BF) apresenta uma pequena porcentagem de sequéncia

nucleotidica do subtipo B inserido na sequéncia nucleotidica do subtipo F. Essa
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caracteristica pode levar a identificacdo do subtipo F pelo HMA, uma vez que esta
técnica ndo € capaz de detectar pequenas diferencas nucleotidicas identificadas
pelo sequenciamento. Nos recombinantes BF no Sudeste brasileiro (CRF28_BF e
CRF29_BF) a sequéncia de nucleotideos na regido env e, em aproximadamente
50% da seqUéncia de nucleotideos da regido gag do genoma viral possui
similaridade com o subtipo B. Os outros 50% da regido gag e a regido pol
pertencem ao subtipo F. Ndo podemos descartar a possibilidade do subtipo F do
HIV-1 encontrado no nosso estudo ser uma forma recombinante se outras regides
gendmicas forem analisadas.

Apesar do subtipo F ainda ser frequiente nos paises da costa Atlantica da
América do Sul como Argentina e Uruguai, este se apresenta como forma
recombinante. O HIV-1 recombinante envolvendo o subtipo F sdo os virus mais
prevalentes nesses paises. A propor¢do que seguimos na direcdo dos paises
andinos, como Bolivia, Peru e Equador, observamos a diminuicdo gradativa e
significativa destes recombinantes (Hierholzer et al. 2002). Bolivia é um pais
considerado intermediario quanto ao numero de isolados caracterizados como
recombinante BF, considerando-se o numero elevado de recombinantes na
Argentina e Uruguai e pequeno no Peru e Equador. Nos paises andinos a
epidemia é causada primariamente pelo subtipo B (Hierholzer et al. 2002).

O percentual de amostras HIV-1 subtipo C no Mato Grosso no presente
estudo foi mais elevado (11,1%) que o observado nas amostras coletadas em
2001 (2%). No Centro-Oeste (Mato Grosso, Goids e Mato Grosso do Sul) o
percentual de HIV-1 subtipo C varia de 1,2% a 2% das amostras subtipadas
(Stefani et al. 2007). J& na amostragem do estado do Tocantins, observamos a

7

presenca do subtipo C em 4,7% dos isolados. Este é o primeiro trabalho
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conhecido que detectou o subtipo C no norte do pais, mediante 0 nUmero escasso
de estudos nesta regiéo.

A epidemia do HIV-1 subtipo C no Brasil € concentrada no Sul (Soares et al.
2005, Locateli et al. 2007), porém sua disseminacdo para outros estados
brasileiros e paises vizinhos tem sido relatada (Brindeiro et al. 2003, Carrion et al.
2004). Analises de amostras de HIV-1 coletadas entre 1992 a 2001, em varios
estados brasileiros mostraram que o0 subtipo C vem se disseminando mais
rapidamente do que o subtipo B no Brasil.

Nas amostras coletadas em 2001 no Mato Grosso, o subtipo C foi o quarto
subtipo mais prevalente nos isolados e foi detectado na forma recombinante com o
subtipo B (B/C) pela andlise das regides virais env e gag (Stefani et al. 2007). No
presente estudo o subtipo C foi mais prevalente que o subtipo F. Esses dados
sugerem que o HIV-1 subtipo C esta se disseminando no interior do pais,
particularmente no Estado do Mato Grosso, como exemplo da sua prevaléncia no
Sul do pais. Esta capacidade de disseminacdo mais rapida do subtipo C no Brasil
é justificada por sua maior variabilidade em relacdo ao subtipo C da Africa do Sul.
Isso ocorre pelo fato do tratamento com o0s antiretrovirais causar uma pressao
seletiva em todas as cepas circulantes no Brasil e particularmente nas regides Sul
e Sudeste do pais onde ha uma maior disponibilidade de tratamento (Salemi et al.
2005).

O HIV-1 subtipo C foi primeiramente descrito no Centro-Oeste do Brasil em
2000, em uma gestante proveniente da regido Sul do Brasil (Stefani et al. 2000).
Um estudo publicado em 2007 sobre a diversidade genética do HIV-1 no Centro-
Oeste confirma a introducéo e dispersao do subtipo C em direcéo a regido norte

do pais (Stefani et al. 2007). Nenhum dos pacientes recrutados no Mato Grosso e
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no Tocantins relatou uma ligacdo direta com a regidao Sul, mas é possivel que
fluxos migratorios e o contato com populagdes vindas do Sul possam ter
contribuido para a introducéo deste subtipo no Norte do Brasil.

Em um percentual reduzido das amostras foi possivel determinar o subtipo
na regido env pelo HMA. Mas dificuldades técnicas impediram a subtipagem nesta
regido para a maioria das amostras. O protocolo utilizado para a realizacdo do
HMA env foi padronizado por Mullins et al. em 1995. Submetemos os isolados a
varios primers diferentes sem sucesso. Realizamos alteracfes no protocolo na
tentativa de otimizar a PCR, mas néo obtivemos resultados positivos. A regido env
do virus HIV-1 possui uma maior variabilidade genética do que as outras regides.
A distancia entre os aminoacidos da regido env entre os subtipos do grupo M
alcanca 25-35%, enquanto na regido gag € em torno de 15% (Thomson et al.
2002, Takebe et al. 2004), devido esta regido codificar proteinas do core, que
formam uma estrutura relativamente inflexivel (Wainberg et al. 2004). As amostras
gue néo foram subtipadas na regido gag podem ter sido proveniente de pacientes
com carga viral baixa, contagem de linfocitos CD4+ reduzidos, subtipo viral muito
divergente e a presenca de fatores inibidores de amplificacdo que podem
comprometer a eficiéncia da técnica HMA (Mullins 1995, Lins 2005).

Empregamos o HMA, técnica implementada pela UNAIDS em diversos
paises em desenvolvimento, como 0s paises da América do Sul. O HMA é uma
técnica de triagem molecular de menor custo, considerada sensivel e confiavel
para o0 monitoramento do HIV-1. Embora o “padrdo ouro” para estudos de
diversidade genética seja o0 sequenciamento automatizado, o alto custo desta
técnica pode limitar sua ampla utilizacdo em paises em desenvolvimento (Delwart

et al.1993, Heyndrickx et al. 2000). Varios estudos tém mostrado alto grau de
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concordancia entre os resultados do HMA e sequenciamento (UNAIDS 1997a e b,
Heyndrickx et al. 2000, Sawadogo et al. 2003). Portanto, 0s nossos resultados,
obtidos no Laboratério de Imunologia da Aids e Hanseniase do IPTSP/UFG, com a
técnica de triagem molecular do HIV-1 HMA gag, contribuem para o entendimento

da variabilidade genética do HIV-1 na regido Centro-Oeste e Norte do Brasil.
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7. CONCLUSOES

1. A utilizagdo da técnica HMA gag permitiu realizar a triagem molecular do
HIV-1 em amostras de HIV-1 dos estados do Tocantins e Mato Grosso,
contribuindo para o mapeamento genético molecular do HIV-1, na regido do

Centro — Oeste e Norte do Brasil;

2. O subtipo B do HIV-1 foi predominante nas amostras testadas (TO: 82,8%,

MT: 50,0%) entre homens, mulheres e em todas as categorias de exposi¢cao;

3. O subtipo F do HIV-1 foi a segunda forma mais predominante no estado do

Tocantins;

4. Primeiro estudo conhecido a detectar o subtipo C no estado do Tocantins e

como a terceira forma do HIV-1 mais predominante.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé estd sendo convidado para participar como voluntario em uma investigacdo sobre
infeccédo pelo HIV/AIDS. Vocé serd informado sobre todas as etapas da investigacdo. Caso
VOCé aceite participar da investigacdo, assine ao final deste documento. Caso ndo queira
participar, vocé ndo sofrera nenhum tipo de prejuizo no seu tratamento, assisténcia, cuidado
ou acompanhamento.

Informacodes sobre a Pesquisa

Titulo do Projeto: CARACTERIZACAO GENOTIPICA DO HIV-1 NO BRASIL
Responsavel: Dra Mariane Martins de Aradjo Stefani — Instituto de Patologia Tropical e Saude

Publica / Universidade Federal de Goias

Descricdo da Pesquisa

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é responsavel pela aids e pode ser transmitido pelo
sangue pela relagdo sexual e de mée para filho durante a gravidez e amamentacdo. O HIV-1
apresenta diversas variantes genéticas que podem influenciar nos testes para o diagnéstico
sorolégico e nos testes de carga viral. Além disso, o conhecimento destas variantes é muito
importante para o desenvolvimento de vacinas anti-HIV.

Procedimento da Pesquisa

Se vocé concordar em participar desse estudo, nds iremos fazer perguntas sobre fatores que
podem levar a maior risco para infecgdo pelo HIV e coletar uma Unica amostra de sangue que
apresenta um risco minimo a saude.

Tudo o que soubermos sobre vocé através do estudo (resultados de exames, entrevista) sera
confidencial. A sua identidade jamais sera revelada e mesmo na divulgacdo dos resultados
nenhum participante sera identificado de nenhuma maneira.

Os resultados sobre o tipo de HIV-1 que causou sua infeccdo serdo repassados ao laboratorio
onde vocé faz seus exames de carga viral e contagem de CD4 ou ao médico responsavel pelo seu
acompanhamento. Se vocé tem alguma duvida relacionada ao estudo neste momento ou durante a
investigagcdo, vocé poderd contactar o Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica da
Universidade Federal de Goias, Laboratério de Imunologia da AIDS, Prof Dra Mariane Martins de

Araljo telefone 0XX62 3209 6111 que estara disponivel para esclarecer suas duvidas.



Participacéo
A sua participacdo € voluntaria, vocé pode recusar e retirar 0 seu consentimento a qualquer
momento, sem nenhum prejuizo na realizacdo dos exames de rotina de acompanhamento ou no
tratamento da infeccéo pelo HIV.
A sua participacdo voluntaria ndo ir4 além da coleta de sangue e entrevista, ndo havendo, portanto,

nenhum tipo de risco a sua saude e integridade fisica, ndo cabendo, pois, qualquer tipo de

indenizac&o por danos, pois estes ndo existem.

Confidencialidade

Todos os dados da pesquisa serdo confidenciais, somente usados pelos pesquisadores para fins
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paciente tera acesso aos resultados a qualquer tempo.

Consentimento
Eu, )
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sobre o estudo, estou ciente que minha participacdo € voluntaria, que responderei a um
guestionario e serei submetido a uma Unica coleta de sangue. Sei que posso desistir de participar
deste estudo em qualquer momento sem ter nenhum tipo de prejuizo no meu
tratamento/assisténcia ou acompanhamento. Concordo, inclusive, com a possivel publicacdo dos
resultados dessa pesquisa em forma de resumos e/ou artigos cientificos em revistas, pois sei que
os pacientes serao identificados por codigos. Informo que aceito participar/ou que o menor de 18

anos sob minha responsabilidade participe da investigacao.

Assinatura do participante ou responsavel pelo menor Assinatura do entrevistador

Data: / /

Assinatura do Pesquisador
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QUESTIONARIO SOBRE FATORES DE RISCO PARA INFECCAQO PELO HIV
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Telefone: .. OULIO CONLALO: .. .uiiiiiiiieeiieie e
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Ano e Local de diagnostico pelainfecc@o pelo HIVi.....cciiiieei e
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Tipo de exposicdo: () parceiro sexual contaminado/aids
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() transfusdo de sangue

( )outro ( )homossexual ( ) bissexual
SO PARA MULHERES
Tem filhos? ( )Nao ( ) Sim Quantos?............ Qual tipo de parto?.........cceeeeeeeeeiieennnns
Teve aborto? () Nao ( ) Sim Quantos?.......... ( )Antesou( )ApoOs 3 mesesde

gravidez
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SO PARA CRIANCAS:
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