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RESUMO

Uma das principais caracteristicas do Virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) é sua grande diversidade genética. O presente trabalho tem como objetivo
descrever a epidemiologia molecular do HIV-1 circulante na cidade Macapd, Amap4,
assim como os fatores associados a aquisi¢do da infecc¢do e correlacionar estes com 0s
subtipos virais encontrados e as informac¢des epidemioldgicas da populacdo examinada.
Amostras de sangue de 48 individuos portadores do HIV foram colhidas no Servico de
Assisténcia Especializada (SAE) da cidade de Macap4, no periodo de junho de 2003 a
junho de 2004. Apds a extracdo do DNA, foi realizada a amplificacdo de 297 pb da
protease (gene pro) por meio da técnica de Nested PCR, sendo seqiienciadas,
posteriormente, para a determinacdo dos subtipos virais. Foram identificados os
subtipos B (93,7%) e F (6,3%) na cidade de Macapd, que sdo os mais prevalentes no
Brasil, ndo tendo sido observada associagdo entre os subtipos do HV-1 circulantes nesta
cidade e a preferéncia sexual. No entanto, uma parcela significativa da populagcdo
examinada possui um baixo grau de escolaridade, caracteristica esta que reflete a maior

parcela populagdo infectada pelo HIV no Brasil.



ABSTRACT

One of the main characteristics of Human immunodeficiency virus (HIV)
is its great genetic diversity. The present work has as main objective the description of
the molecular epidemiology of HIV-1 circulating in the city of Macapa, Amapa, as well
as the factors associated with the infection and to correlate these with the viral subtypes
found and the epidemiological data of the investigated population. Blood samples from
48 subjects bearers of the HIV were collected in the Service of Specialized Assistance
(SSA) in the city of Macapa, in the mean time of June 2003 to June 2004. After the
DNA extraction, was performed an amplification of 297 bp from the protease (gene pro)
y means of the Nested PCR assay, being sequenced, afterwards, for the determination of
the viral subtypes. Were identified the subtypes B (93.7%) and F (6.3%) in the city of
Macapa which are the most prevalent in Brazil, and was not observed an association
between the subtypes of HIV-1 circulating in this city with sexual preferences.
Although, a significant part of the population examined has a low degree of scholarity,

characteristic which reflects the majority of the population infected with HIV in Brazil.
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1 INTRODUCAO
1.1 A FAMILIA RETROVIRIDAE

Os retrovirus sdo virus que infectam animais e podem estar associados ao
cancer e a doencas imunossupressoras (Gallo, 2002). Apresentam como genoma acido
ribunucléico (RNA) e que, por meio da enzima DNA polimerase RNA-dependente
(transcriptase reversa — RT), s@o capazes de copiar seu genoma de RNA em uma dupla
fita de DNA e integrar-se ao genoma da célula hospedeira (Baltimore, apud Sabino &
Saéz-Alquézar, 1999, p.1).

Atualmente, o Comité Internacional de Taxonomia Viral reconhece sete
géneros distintos dentro da familia Retroviridae, de acordo com os aspectos de
seqiiéncia nucleotidica e de estrutura gendmica: Alpharetrovirus, Betaretrovirus,
Gammaretrovirus, Deltaretrovirus, Epsonretrovirus, Lentivirus e Spumavirus (Coffin,
1996).

A particula viral, com um didmetro de cerca de 110 nm, tem um core em
formato de cone composto da proteina p24 . Dentro deste capsideo estdo contidas duas
moléculas de RNA de fita simples, idénticas, de aproximadamente 9.2 kilobases (Kb)
cada e polaridade positiva. As enzimas virais TR, integrase e protease estdo também

contidas no nucleocapsideo (Luciw, 1996; Fortin et al., 1997).

1.2 O VIRUS DA IMUNODEFICENCIA HUMANA (HIV)

Os primeiros casos de uma entidade atualmente conhecida como
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS) foram identificados em 1981,
quando um padrdo incomum de sintomas foi observado entre um pequeno nimero de

homens homossexuais nos Estados Unidos (Brennan & Durack, 1981; Gottlieb ef al.,
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1981). Posteriormente, foram relatados casos de AIDS em outros grupos, incluindo
usudrios de drogas intravenosas e suas parceiras sexuais, os hemofilicos e as criancas
filhas de méaes com a sindrome (Masur et al., 1981; CDC, 1982; Davis et al., 1983).

Em 1983, pesquisadores franceses isolaram um novo retrovirus do
linfonodo de um homem com a sindrome de linfoadenopatia persistente (Barré-Sinoussi
et al., 1983), ao tempo em que médicos suspeitaram que a sindrome estivesse associada
com a AIDS. O virus foi isolado de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) de pacientes adultos e criangas com AIDS nos Estados Unidos ( Levy et al.,
1984; Popovic et al., 1984). Para aquele momento, trés nomes foram usados para o
mesmo virus, sendo que em 1986, o novo retrovirus foi renomeado como Virus da

imunodeficiéncia humana (HIV) (Coffin et al., 1986).

1.2.1 A Origem do HIV

As andlises filogenéticas, realizadas em diversas partes do globo, revelam
que existem dois tipos de HIV, chamados de HIV-1 e HIV-2. As evidéncias indicam
que o virus entrou na populacdo humana, a partir de transmissdes zoondticas do Virus
da imunodeficiéncia de simios (SIV) entre primatas ndo humanos e humanos (Gao et
al., 1999; Hahn et al., 2000; Holmes, 2001).

O HIV-1 ¢, filogeneticamente, mais préximo do SIV de chimpanzés (Pan
troglodytes troglodytes), enquanto o HIV-2 estd mais relacionado ao SIV encontrado
em macacos mangabeus fuligentos (Sooty mangabey). A transferéncia de lentivirus de
outras espécies de primatas ndo-humanos a humanos pode ocorrer periodicamente por
meio do contato estreito como, por exemplo, por meio da caca e exportacdo desses

animais (Schrag et al., 1995). O ancestral do HIV-1 foi estudado por meio do SIVcpz
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infectando chimpanzés, no Oeste da Africa Central, mas a origem de SIVcpz permanece
desconhecida (Gao et al., 1999; Peeters et al., 2001; Weiss, 2001).

O HIV-1 exibe um extraordindrio grau de variabilidade genética e foi
classificado, baseado nas relacdes filogenéticas, em grupos, subtipos, subsubtipos e
formas recombinantes circulantes (CRF). Trés grupos distintos foram descritos: M, N e
0. O grupo M (major), o qual contém a maioria dos subtipos da pandemia do HIV-1;
grupo O (outline), assim como o grupo N (new), compreendem cepas altamente
divergentes. A grande maioria das cepas responsaveis pela pandemia da AIDS pertence
ao grupo M, tendo sido identificados nove subtipos genéticos (A-D, F-H, J, e K), quatro
sub-subtipos (A1, A2, F1 e F2) e 34 formas recombinantes circulantes (CRF), sendo as
mais comuns as CRF02_AG e CRF01_AE (Robertson et al., 1999; Carrion et al., 2003;
Pinto & Struchiner, 2006, HIV Sequence Database, 2006 ).

De forma similar, os isolados de HIV-2 também sao classificados em
subtipos genéticos, podendo ser categorizados como subtipos epidémicos (A e B) e
como subtipos ndo-epidémicos (C, D, E, F e G) (Sarr et al., 2000; Yamaguchi et al.,
2000; Lemey et al., 2003), apresentando, ainda, uma tnica forma recombinante, a A/B.

A existéncia de pelo menos trés grupos do HIV-1 e sete subtipos do HIV-
2 sugere que a transmissdao zoondtica do SIVcpz e SIVsm a humanos, embora raro,
tenha ocorrido em baixas taxas por milhares de anos (Gisselquist, 2003). Algumas
evidéncias demonstram que a diversificagdo de todos os subtipos do grupo M, ocorreu
em tempos recentes, hd mais ou menos 50 anos atrds. As andlises evoluciondrias dos
grupos M, N e O, em comparacao aos isolados de SIVcpz, indicam que estes grupos do
HIV-1 representam trés transferéncias distintas de chimpanzés a humanos (Weiss &

Wrangham, 1999).



13

A identificacdo de subtipos e de CRF fornece meios de acompanhar a
disseminag¢do do HIV-1 seguindo a pandemia pelo mundo. A maioria dos subtipos e
CRF estao presentes no continente africano, visto que em outras regides poucos
subtipos ou CRF sdo predominantes. Esta distribuicdo sugere, indiretamente, que a
propagacdo inicial do HIV-1 para o exterior da Africa foi iniciada por poucos
individuos. A disseminacdo inicial da pandemia em uma drea previamente nao infectada
¢ geralmente caracterizada por um efeito fundador (Perrin et al., 2003).

O HIV-1 apresenta extensa variabilidade genética devido a alta taxa de
erros da TR, a répida circulacdo de virus em individuos infectados e a possibilidade de
recombinacdo, € gerada por pressao da resposta imune do hospedeiro e por drogas

antivirais (Gadelha et al., 2003).

1.3 A BIOLOGIA DO HIV-1
1.3.1 Aspectos Morfolégicos do HIV-1

O HIV-1 possui forma esférica com didmetro de, aproximadamente, 110
nm. Apresenta um envelope lipoprotéico que, por sua vez, envolve um capsideo
protéico de simetria icosaédrica, o qual contém duas cdpias idénticas do genoma de
RNA de fita simples e polaridade positiva no interior de um cerne . O virus também
contém as enzimas TR, protease e integrase, bem como duas cépias de RNA
transportador (tRNA) (Murray et al., 1998).

A porg¢do interna do envelope viral é circundada pela proteina p17, que
forma a matriz da estrutura viral. A superficie viral € feita de 72 espiculas representando
trimeros ou tetrameros de glicoproteinas (gp) complexas. Cada espicula consiste de uma

proteina do envelope de superficie externa, a gpl120, interagindo ndo covalentemente
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com a proteina transmembrana, a gp41, que cruza a bicamada lipidica do envelope. O
envelope também contém proteinas adquiridas durante o brotamento do virus, incluindo
a molécula de adesdo intracelular (ICAM), microglobulina - B, e moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (CPH) das classes I e II (Luciw, 1996;

Fortin et al., 1997; Rizzuto & Sodroski, 1997; Figura 1).

proteina transmembrana do envelope proteina de superficie do envelope

(gp41, TM) \ - (gp120, SU)

nucleocapsideoip?, NC)

—.— RNA gendmico viral

membrana capeideo(p24, CA)

" protease(pl1, PH)

integrase
(P31, IN)

transcriptase reversa
(pB6/P5S1, FT)

Figura 1 — Figura esquemadtica da organizacdo HIV-1 (Adaptado de Freed, 1998).

1.3.2 Organizacao Genomica do HIV-1

No interior da particula viral, proteinas estruturais envolvem um core
interno que contém enzimas e proteinas requeridas para a replicagdo viral, assim como o
genoma do mesmo. Este possui, aproximadamente, 10 Kb em tamanho e consiste de

trés genes estruturais (gag, pol, e env), caracteristicos de todos os retrovirus, e seis
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genes funcionais ou acessorios (nef, vif, vpr, rev, tat e vpu), flanqueados por duas

regides conhecidas como Long Terminal Repeats, LTR (Luciw, 1996; Figura 2).

5' LTR 3'LTR

Pr55 Gag

MA CA p2 NC pl pé6

Figura 2 — Representacdo esquematica da organizacdo gendmica do HIV-1, mostrando

os genes funcionais e estruturais (Adaptado de Freed, 1998).

O gene gag codifica as proteinas estruturais do core viral. O gene env
codifica as glicoproteinas gp120 e gp41, essenciais para a ligacdo e entrada do virus na
célula hospedeira. O gene pol codifica as enzimas virais TR, integrase e protease. Dois
outros genes essenciais para a replicagdo viral que sdo o tat e o rev, que agem para
facilitar a transcricdo de genes virais. Além disso, genes acessorios nef, vpu, vpr e vif,
embora ndo essenciais para a replicacdo viral in vitro, contribuem para a capacidade de
replicacdo in vivo. Estes genes acessorios sdo Unicos para lentivirus e ndo aparece nos
genomas dos retrovirus oncogénicos (Sleasman & Goodenow, 2003).

O gene gag codifica a proteina precursora p55, que mais adiante €

clivada pela protease viral nas proteinas estruturais p24, pl7, p7 e p6. O gene pol
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codifica para um precursor da proteina que apds clivagem proteolitica, resulta em trés
enzimas virais: protease (p15), RT (p66/51) e integrase (p32). O gene env codifica para
o precursor da gp160, proteoliticamente clivada em duas proteinas do envelope, gp120 e
gp4l.

Além disso, para estes genes, o genoma do HIV-1 codifica proteinas
acessorias com funcdes importantes para a replicacdo viral e infeccao (Cullen, 1998;
Emerman & Malin, 1998). A proteina Tat (Transativador transcricional ) inicia e/ou
estabiliza o elongamento do mRNA viral transcrito por ligacdo a um local especial
chamado TAR (regido respondedora Tat) localizada no LTR. Tat € a principal proteina
envolvida na regulacdo da replicagdao do HIV. A proteina Rev (regulacido da expressao
viral) interage com uma estrutura chamada RRE (elemento respondedor de Rev)
localizado no gene env. Esta interacdo permite que o unspliced mRNA entre no
citoplasma a partir do nucleo e originem sequéncias completas de proteinas virais
necessdrias para a producdo da progénie. A proteina Nef € uma das primeiras proteinas
do HIV-1 a ser produzida nas células infectadas e € a mais imunogénica das proteinas
acessorias. Nef tem pelo menos trés atividades distintas nas células infectadas:
regulacio supressora na superficie das células CD4" e das moléculas de CHP da classe I
e aumento da infectividade do virus (Harris, 1998).

A proteina Vif parece ser importante para a transmissao célula-célula do
virus. Isto tem sido reportado por ser crucial para a sintese do DNA proviral e envolve o
estagio final do empacotamento do core nucleoprotéico (von Schwedler et al., 1993;
Hoglund et al., 1994). A proteina Vpr afeta a localizag¢do nuclear do dcido nucléico viral
em células ndo divisoras e células indutoras de diferenciacdo (Levy, et al., 1993;

Heinzinger, et al., 1994; Zao, et al., 1994), enquanto a proteina Vpu aumenta a
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liberagdo do virus e degrada CD4" no reticulo endoplasmatico (Klimkait et al., 1990;
Willey et al., 1992; Emerman & Malin, 1998). As proteinas Vpr, Vif e Nef sdo

encontradas na particula viral (Frankel & Young, 1998; Tabela 1).
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Tabela 1 — Principais caracteristicas dos genes do HIV-1 e seus produtos.

Gene Produto(s) Tamanho Funcoes
gag Matriz (MA) pl7 Interage com Env; transporte nuclear
Capsideo (CA) p24 Proteina do capsideo
Nucleocapsideo (NC) p6 Liga-se ao Vpr
p7 Liga-se ao RNA viral
pol  Protease (PRO) pl5 Clivagem da poliproteina Gag-Pol e
Transcriptase reversa p66, pS1  maturacio do virus
(RT), RNase H p32 Transcricao reversa e acao de ribonuclease
Integrase Integracdo do DNA proviral
env  Envelope gp120 Glicoproteina viral externa que se liga ao
gp4l CD4"
Glicoproteina transmembrana. Ligante viral
secunddrio
tat Tat pl6/pl4  Transativador transcricional viral
rev  Rev pl9 Transporte de RNA viral e estabilidade da
particula
vif Vif p23 Promove maturagdo e infectividade viral
vpr  Vpr pl0-15 Promove localiza¢ao nuclear do complexo de
pré-integracado e inibe a divisdo celular
vpu  Vpu pl6 Promove a saida das particulas virais e
degrada o CD4" no reticulo endoplasmético
rugoso
nef  Nef p27-p25 Diminui a quantidade das moléculas de CD4"

e CPH de classe 1

Fonte: Kuiken et al. ( 2001).
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1.3.3 Replicaciao do HIV-1

O ciclo de replicacio do HIV-1, bem como, de todos os membros da
familia Retroviridae, pode ser considerado como uma seqiiéncia de eventos que sao
regulados por proteinas virais e celulares (Luciw, 1996; Freed, 1998; Figura 3).

Inicialmente, ocorre a adsor¢do da gpl20 viral a glicoproteina de
superficie celular CD4 presente, principalmente, nos linfécitos auxiliares, nos
mondcitos, nos macrofagos, nas células dendriticas e da micréglia cerebral, que
funciona como o receptor de membrana celular para o virus (Wyatt & Sodroski, 1998;
Douek et al., 2002).

Apés a ligacdo inicial entre as moléculas gp120 e CD4, ocorre uma
mudanca conformacional na gp120, que promove a interagdo entre esta ¢ uma molécula
receptora de quimiocinas, como a CCRS5 e a CXCR4 (Rizzuto et al., 1998; Tscherning
et al., 1998).

A entrada do virus € seguida pela perda do capsideo e pela liberacao do
genoma viral, no citoplasma da célula alvo, etapas estas, ainda, ndo muito bem
compreendidas (Emerman & Malim, 1998; Turner & Summers, 1999).

Posteriormente a liberacdo do 4cido nucléico viral, ocorre uma série
complexa de eventos, que se inicia com a transcri¢do reversa do genoma viral (Turner &
Summers, 1999). Nesta etapa, ocorre a transcri¢do de uma molécula de DNA de fita
simples, a partir de uma molécula molde de RNA viral, por meio da enzima TR. Ap6s
isto, a propria TR, que também possui a acdo de ribonuclease (RNase H), degrada a fita

molde de RNA e duplica a fita simples de DNA recém-sintetizada (Gotte et al., 1999).
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| brotando da Célula
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Figura 3 — Representacdo esquemdtica do ciclo replicativo do HIV-1 (Adaptado de

http//:www.aids.gov.br/manual carga viral).

Finalmente, a molécula de DNA proviral € transportada para o nucleo,
sob a forma de um complexo de nucleoproteinas e ligada covalentemente ao genoma da
célula hospedeira, pela atividade catalitica da integrase (Daniel et al., 1999; Turner &
Summers, 1999).

Ap6s a produgdo de proteinas e a sintese de RNA viral, a montagem e o
brotamento da particula viral ocorrem simultaneamente. E por meio desse processo de
brotamento que a particula viral incompleta adquire o envelope (Coffin, 1996b). Muitas
proteinas de superficie celular, incluindo as moléculas de adesdo, também sdo

incorporadas, juntamente, com as glicoproteinas do envelope (Wyatt & Sodroski, 1998).
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1.4 IMUNOPATOGENESE DO HIV-1

Em 50 a 70% dos pacientes com infec¢do primaria pelo HIV-1, uma
sindrome semelhante & mononucleose aguda se desenvolve em aproximadamente trés a
seis semanas apds o inicio da infec¢do. Este periodo € associado com altos niveis de
viremia. O HIV-1 € largamente disseminado durante esta fase inicial da infecgdo,
sugerindo fortemente que o curso subsequente da infeccdo pelo HIV-1 pode ser
influenciado pelo aparecimento do virus, particularmente nos 6rgaos linféides, durante
este curto periodo (Schwartz & Nair, 1999).

A infeccdo em adultos pelo HIV-1 resulta em trés periodos clinicos
comuns, que sdo o agudo, o assintomdtico e o estdgio final da doenca, apesar da
interacdo do patégeno com o sistema imune. Um ponto de partida é estabelecido no
estagio agudo e € imaginado para determinar a velocidade da progressdo da doenga. O
estagio final da doenca resulta em trés cendrios comuns da doenga. Nao Progressores a
Longo Prazo (LTNP) sdo pequenos percentuais da populagao infectada (5%-10%) onde
se esquiva da progressao tipica da AIDS sem a ajuda da terapia de antiretrovirais por
longos 20 anos. Em contraste, individuos cujos niveis de células T CD4" diminui abaixo
de 200 células/uL apdés 8 a 10 anos de periodo assintomatico, visto que a carga viral
plasmatica, no estdgio final da doenga aumenta exponencialmente, estes sdo
progressores tipicos. Finalmente, alguns individuos desenvolvem AIDS dentro de trés a
cinco anos apoés infec¢do inicial e sdo conhecidos como rdpidos progressores. Neste
caso, um declinio nio usual da contagem de linfécitos T CD4" pode ser causado por
infec¢do com uma cepa particularmente citopdtica ou pode ocorrer em individuos onde
sd0 mais susceptiveis para AIDS baseados sobre fatores tais como o estado imune, o

tempo de infec¢do, a idade e o perfil genético (Bajaria et al., 2002).
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1.5 ASPECTOS DA EPIDEMIOLOGIA DO HIV-1

A identificacdo dos primeiros casos de AIDS tornou-se um marco na
histéria da humanidade. A epidemia da infeccao pelo HIV-1 e da AIDS representa
fendmeno global, dinamico e instavel, cuja forma de ocorréncia nas diferentes regides
do mundo depende, entre outros determinantes, do comportamento humano individual e
coletivo. A AIDS destaca-se entre as enfermidades infecciosas emergentes pela grande
magnitude e extensdo dos danos causados as populacdes e, desde a sua origem, cada
uma de suas caracteristicas e repercussoes tem sido exaustivamente discutida pela
comunidade cientifica e pela comunidade em geral (Brito et al., 2000).

A UNAIDS (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS) e a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estimam até ao final de 2006, menos de 3
milhdes de pessoas morreram de HIV/AIDS. E pouco mais de 4 milhdes de pessoas
adquiriram novas infec¢des pelo HIV-1, a estimativa geral é de 39,5 milhdes o niimero
de pessoas vivendo com o virus no mundo.

Mais de 1,7 milhdes de pessoas estdo vivendo com o HIV-1 na América
Latina. A epidemia no Brasil estd dispersa em todas as regides do vasto continente
brasileiro, tornando-se mais variada, com as mulheres sendo cada vez mais afetadas

(UNAIDS/WHO, 2006; Figura 4).
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Figura 4 — Numero estimado de pessoas infectadas com o HIV-1, no mundo (Adaptado

de UNAIDS/WHO, 2006).

No Brasil, na primeira metade da década de 80, a epidemia HIV/AIDS
manteve-se basicamente restrita as regides metropolitanas do sudeste e sul do pais,
sendo suas principais vias de transmissao a sexual (subcategoria homossexual), a
sangiiinea, a transfusdo de sangue e hemoderivados e uso de drogas injetdveis. Nos
ultimos anos da década de 80 e inicio dos anos 90, a epidemia assumiu um outro perfil.
A transmissao heterossexual passou a ser a principal via de transmissdo do HIV-1, a
qual vem apresentando maior tendéncia de crescimento em anos recentes, acompanhada
de uma expressiva participacdo das mulheres na dinamica da epidemia (BRASIL/MS,

2002).
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Como resultado das profundas desigualdades da sociedade brasileira, a
propagacdo da infec¢do pelo HIV-1 no pais revela epidemia de multiplas dimensdes que
vem, ao longo do tempo, sofrendo transformacgdes significativas em seu perfil
epidemiolégico. O aumento da transmissdo por contato heterossexual resulta em
crescimento substancial de casos em mulheres, o que vem sendo apontado como o mais
importante fenomeno para o atual momento da epidemia (Brito et al., 2000).

A epidemia da AIDS no Brasil estd estimada em aproximadamente
600.000 mil pessoas vivendo com o HIV e AIDS, niimero que permanece estavel desde
2.000. Observa-se entre os idosos com 50 anos ou mais, uma tendéncia de crescimento
da epidemia. Na popula¢do masculina ha discreta queda na taxa de incidéncia para cada
cem mil, que era de 22,5 em 1996 e foi para 21,9 em 2005. Entretanto, observa-se ainda
o crescimento da epidemia em mulheres, que saltou de 9,3 para 14,2 em 2005. Nas
mulheres com mais de 30 anos, ha aumento em todos os grupos de idade, confirmando o
crescimento do nimero de casos de AIDS na populacido feminina, observado a partir da
década de 1990. A razdo dos casos de AIDS entre gé€neros mostram sinais de
estabilizacao nos dltimos anos. Em 2005, a razao foi de 1,5 casos em homem para 1 em
mulher. Nas regides brasileiras, apenas no sudeste observa-se queda na taxa de
incidéncia, nas demais regides, o crescimento da epidemia ainda € pronunciado.
Segundo a categoria de exposicdo, nos homens observa-se diminui¢do nos casos entre
os homossexuais € aumento entre os bissexuais e heterossexuais. Nas mulheres, a
epidemia segue com a caracteristica de ser quase totalmente de transmissdo
heterossexual (Boletim Epidemiolégico, 2006)

Quanto a taxa de mortalidade por AIDS no pais vem mostrando uma

tendéncia de queda desde que passou de 9,6 em 1996 para 6 em 2005. Essa tendéncia
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estavel se deve, principalmente, a introducdo e a garantia de acesso do tratamento anti-
retroviral de alta eficicia (Highly Active Antiretroviral Therapy — HAART)

(BRASIL/MS - AIDS, 2006).

1.5.1 Modos de transmissao do HIV-1

As principais formas de transmissao do HIV sd@o: a sexual, a sangiiinea
(em receptores de sangue ou hemoderivados e em usdrios de drogas injetdveis) e
vertical (da mae para o filho, durante a gestacdo, no parto ou por aleitamento). Além
dessas formas, mais freqiientes, também pode ocorrer a transmissdo ocupacional,
ocasionada por acidente de trabalho, em profissionais da 4rea da saide que sofrem
ferimentos com instrumentos perfuro cortantes contaminados com sangue de pacientes
infectados pelo HIV-1(BRASIL/MS, 2004).

A principal forma de exposi¢do ao virus, em todo o mundo, € a sexual,
sendo que a transmissdo heterossexual, nas relacdes sem o uso de preservativo €
considerada pela OMS como a mais freqiiente, na Africa Sub-sahariana, sendo a
principal forma de transmissdo. Nos paises desenvolvidos, a exposi¢ao ao HIV-1 por
relacdes homossexuais masculinas ainda é a responsavel pelo maior nimero de casos,
embora a transmissao do virus em uma relacdo heterossexual esteja aumentando de
forma alarmante.

A transmissdo sangiiinea, associada ao uso de drogas injetdveis, € um
meio muito eficaz de transmissao do HIV-1, devido ao uso compartilhado de seringas e
agulhas. Essa via de transmissdo adquire importancia crescente em vdarias partes do
mundo, como na Asia, América Latina e no Caribe. A transmissio mediante transfusio

de sangue e derivados é cada vez menos relevante nos paises industrializados e naqueles
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que adotaram medidas de controle da qualidade do sangue utilizado, como € o caso do
Brasil (UNAIDS/WHO, 2003).

A transmissdo vertical, decorrente da exposicdo da crianca durante a
gestacdo, parto ou aleitamento materno, vem aumentando devido a maior transmissao
heterossexual. No continente africano, sdo encontradas as maiores taxas desta forma de
infec¢do pelo HIV-1, da ordem de 30 a 40%. Entretanto, em outras partes do mundo,
como na América do Norte e na Europa, situam-se em torno de 15 a 29%. Os principais
motivos dessa diferenca devem-se ao fato de que, na Africa, a transmissdo heterossexual
€ mais intensa, e que neste continente, o aleitamento materno € muito mais freqiiente do
que nos paises industrializados (UNAIDS/WHO, 2003).

A transmissdo intra-uterina é possivel em qualquer fase da gravidez,
porém € menos freqiiente no primeiro trimestre. As infeccdes ocorridas nesse periodo
nao tém sido associadas a malformagdes fetais. O risco de transmissdo do HIV-1 da mae
para o filho pode ser reduzido em até 67% com o uso de zidovudina (AZT) durante a
gravidez e no momento do parto, associado a administra¢cdo da mesma droga ao recém-
nascido por seis semanas. A transmissdo ocupacional ocorre quando profissionais da
area da saude sofrem ferimentos com instrumentos perfurocortantes contaminados com
sangue de pacientes portadores do HIV. Embora o virus tenha sido isolado de varios
fluidos corporais, como saliva, urina, ldgrimas, somente o contato com sangue, s€émen,
secrecoes genitais e leite materno tém sido implicados como fontes de infecgdo.

(BRASIL/MS/SVS, 2004).
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1.5.2 Diagnéstico laboratorial

Devido a importancia do diagndstico laboratorial, particularmente pelas
conseqiiéncias de determinar um individuo como portador do HIV e para se ter uma
maior seguranga no controle de qualidade do sangue e derivados, a Coordenagao
Nacional de Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST) e AIDS, do Ministério da
Saude, regulamentou os procedimentos (Portaria Ministerial n° 59, de 28 de janeiro de
2003) que devem ser rigorosamente seguidos, de acordo com a natureza de cada
situacgao.

Os testes para deteccdo da infeccao pelo HIV podem ser divididos
basicamente em quatro grupos: deteccdo de anticorpos, deteccao de antigenos, cultura
viral e amplificacdo do genoma do virus. As técnicas rotineiramente utilizadas para o
diagnostico da infecg@o pelo HIV sdo baseadas na detec¢io de anticorpos contra o virus.
As outras trés técnicas detectam diretamente o virus, porém, sao menos utilizadas
rotineiramente, sendo aplicadas em situagdes especificas, tais como: exames soroldgicos
indeterminados ou duvidosos, acompanhamento laboratorial de pacientes e mensuragao
da carga viral para controle de tratamento, dentre outras.

O ensaio imuoenzimdtico (EIE) utiliza antigenos virais (proteinas)
produzidos em cultura celular (testes de primeira geracdo) ou através de tecnologia
molecular recombinante, ¢ amplamente utilizada como teste inicial para deteccdo de
anticorpos contra o virus, devido a sua facilidade de automacgdo e custo relativamente
baixo. O teste de Western Blot é utilizado para confirmacdo do resultado reagente ao
teste ELISA. Na Imunofluorescéncia Indireta (IFI) a presenga dos anticorpos € revelada
por meio de microscopia Optica de epifluorescéncia e também € utilizada como teste

confirmatoério.
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Um grande ndmero de testes rdpidos para estudos de campo, triagens de
grandes populacdes e para decisdes terap€uticas em situacdes de emergéncia vém sendo
desenvolvidos. A pesquisa de antigenos p24, embora esta proteina esteja presente no
plasma de pacientes em todos os estdgios da infec¢do pelo HIV, o teste € realizado
mediante a utilizac¢do da técnica de EIE.

A andlise quantitativa direta da carga viral plasmatica pode ser feita por
meio de técnicas baseadas na amplificacdo de 4cidos nucléicos, tais como a reacao em
cadeia mediada pela polimerase (PCR) quantitativa, a amplificacdo de DNA em cadeia
ramificada (branched-chain DNA ou bDNA) e a amplificagdo baseada na seqiiencia de
acidos nucléicos (nucleic acid sequence-based amplification ou NASBA). Embora as
técnicas sejam diferentes, o PCR quantitativo e o NASBA apresentam alta
sensibilidade, permitindo o acompanhamento da resposta terapéutica antiretroviral.

A contagem de células linfécitos T CD4" em sangue periférico tem
implicacdes prognoésticas na evolugdo da infeccdo pelo HIV-1, pois € a medida de
imunocompeténcia celular; € mais util no acompanhamento de pacientes infectados pelo

HIV. (BRASIL/MS/SVS, 2004).

1.5.3 Prevencao e controle

No mundo, menos do que um quinto de pessoas tem acesso aos Servicos
de prevencao contra o HIV. A prevencao poderia evitar 29 dos 45 milhdes de novas
infec¢des estimadas para ocorrer nesta década. Embora o tratamento com antiretroviral
traga esperanca para milhdes, sem reduzir o nimero de novas infec¢des pelo HIV, a
expansdo ao acesso do tratamento torna-se insustentivel. O acesso ao tratamento

antiretroviral e ao tratamento de outras doengas relacionadas ao HIV permanecem
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insuficientes. A OMS estima que nove de dez pessoas que necessitam urgentemente de
tratamento para o HIV nao estdo sendo alcangadas (UNAIDS-WHO, 2004).

A facilidade de deslocamento proporcionado principalmente pelos meios
de transportes aéreos, colaboram para a disseminagao da diversidade genética do HIV-1
no mundo, e o desenvolvimento de migracdo de populacdes rurais e guerra civil sdo
fatores adicionais contribuintes. A propagacdo de formas variantes do HIV-1 tem
implicacdes para o diagndstico, para o tratamento e para o desenvolvimento de vacinas
(Perrin et al., 2003).

O controle da pandemia do HIV-1 requer o desenvolvimento de vacinas
que proteja, eficientemente, contra todas variantes genéticas do HIV-1. A introdugdo de
terapia efetiva antiretroviral, em dreas de alta prevaléncia do HIV-1, pode, contribuir
para o controle da pandemia (Thomson et al., 2002).

As principais estratégias de preveng¢dao empregadas pelos programas de
controle envolvem: a informagdo e a educagdo visando a pritica do sexo seguro pela
redu¢do do nimero de parceiros e uso de preservativos, a promog¢ao do uso de agulhas e
seringas esterilizadas ou descartdveis e instrumentos perfurocortantes.

O controle do sangue e derivados, todo sangue para ser transfundido deve
ser obrigatoriamente testado para deteccao de anticorpos anti-HIV, os produtos
derivados de sangue, que podem transmitir o HIV, devem passar por processo de
inativacdo do virus, a adoc¢do de cuidados na exposi¢do ocupacional a material
bioldgico, o manejo adequado das outras DST, assim como a disponibilizacdo de testes
rapidos para o diagnéstico precoce do HIV em hospitais, além de medidas preventivas

como o uso do AZT que reduz a transmissd@o do HIV da mae para o bebé. No entanto, a
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prevencdo da infeccdo na mulher € ainda a melhor abordagem para se evitar a

transmissdo da mae para o filho (BRASIL/MS/SVS, 2004) .

1.5.4 Epidemiologia molecular do HIV-1

A distribuicdo global de subtipos do HIV-1 varia com a origem
geografica. A dispersdao de diferentes subtipos de HIV-1 parece estar relacionado
preferencialmente com as mudancgas socioecondmica, imigracdo e deslocamentos
internacionais, do que nas diferentes vias de transmissao (Paraskevis & Hatzakis, 1999).

Desde sua expansio inicial em seres humanos, aproximadamente hé sete
décadas, na Africa Central, por meio de mutacio e recombinacio, cepas do HIV-1
diversificaram-se extensivamente. Trinta e quatro formas genéticas circulantes do grupo
M do HIV-1 sao atualmente reconhecidas, incluindo 09 subtipos e sub-subtipos
(Thomson et al.; 2002, HIV Sequence Database, 2006).

A identificacdo de subtipos e CRF fornece meios de rastrear a
dissemina¢do da epidemia no mundo. O mapa do mundo ilustra que a maioria dos
subtipos e CRF estd presente na Africa Central, visto que em outros continentes,
somente um simples ou poucos subtipos ou CRF sdo predominantes. Esta distribuicao
sugere, indiretamente, que a propagacdo inicial do HIV-1 fora da Africa foi iniciada por

poucos individuos (Perrin et al., 2003; Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicio mundial de subtipos do HIV-1 do grupo M e das formas

recombinantes circulantes (CRF). Adaptado de Thomson (2002).

No Brasil, o subtipo B € a principal cepa de HIV-1 circulante, sendo
seguida pelo subtipo F, que € o responsavel por cerca de 15 a 20% das infec¢oes (Tanuri
et al., 1999b), apesar de que em Manaus a prevaléncia deste subtipo é de,
aproximadamente, 50% (Vicente et al., 2000) e no Rio Grande do Sul, de 3% (Martinez
et al., 2002).

Até o momento, ja foram identificados os subtipos B, F, C e D, além das

amostras adicionais de virus recombinantes e de infeccdes duplas em diferentes dreas
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geograficas (Janini et al., 1996; Brindeiro et al., 1999; Couto-Fernandez et al., 1999;
Proietti et al., 1999; Vicente et al., 2000).

As infec¢des mistas (B/F, B/D e F/D) e recombinantes também ja foram
observadas em varias partes do pais (Ramos et al., 1999; Tanuri et al., 1999a; Machado
et al., 2004). Em Belém e em Macapd também foi observada a predominancia do
subtipo B, em relacdo aos genes env e pro, sendo seguido pelo subtipo F, refletindo,
desta forma, o perfil epidemiolégico encontrado em quase todas as regides do Brasil
(Machado, 2004).

O Estado do Amap4 estd localizado no extremo norte do Brasil fronteira
a Guiana Francesa e Suriname, quase que inteiramente no hemisfério norte. Por suas
caracteristicas geofisicas, sociais, politicas e econOmicas, faz parte da vasta regido
Amazonica ou Norte do Brasil. Com uma érea de 143.453 Km?, a populacio do estado
estd estimada em 475.843 habitantes (Censo 2000) dos quais 362.914 residem em
Macapa4 e Santana.

A epidemia de AIDS no Brasil tem sido estudada principalmente nos
grandes centros urbanos. As dreas de fronteira, onde existe um grande potencial de
interacdo entre pessoas e grupos populacionais, foram pouco estudadas até o momento,
apesar de que suas caracteristicas particulares possam vir a constituir-se em espacos
criticos para a disseminacdo do HIV. No Estado do Amapd o processo migratorio,
principalmente nas fronteiras serve como uma importante porta de entrada para a
transmissdo de novas formas genéticas do HIV-1. A cidade de Oiapoque, situada as
margens do rio do mesmo nome e a divisa com a Guiana Francesa, € um ponto

importante na conexao com este pais e com o Suriname (Barcellos et al., 2003).
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O primeiro caso de aids no estado do Amapa foi notificado em 1988. A
este caso inicial seguiram-se outros, basicamente restritos ao municipio de Macap4, a
partir de 1996 foram notificados os primeiros casos nos municipios de Oiapoque,
Santana, Laranjal do Jari e Tartarugalzinho. Segundo, o Boletim Epidemiolégico do
Ministério da Satde, até julho de 2006 o Estado do Amapd totaliza 533 casos
notificados.

Considerando a disseminag¢do de variantes do HIV-1 na populacio
humana, pesquisas sdo necessarias para identificar os subtipos circulantes do HIV-1 no
Estado do Amap4, utilizando a biologia molecular como ferramenta da epidemiologia

molecular para a caracterizag¢do do perfil da epidemia do HIV-1.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo Geral

Descrever a epidemiologia molecular das cepas do HIV-1 em Macap4,

Amap4, Brasil.

1.6.2 Objetivos Especificos

1. Descrever a ocorréncia de subtipos do HIV-1, baseando-se nas
sequéncias nucleotidicas da regiao do gene pro;

2. Estabelecer possiveis correlacdes entre os subtipos genéticos e
caracteristicas epidemioldgicas da populagdo estudada;

3. Monitorar o aparecimento de novas cepas do HIV-1, no municipio

Macapa-AP.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 POPULACAO EXAMINADA

Um total de 48 individuos portadores do HIV-1 e/ou com SIDA/AIDS,
procedentes do Servico de Assisténcia Especializada (SAE-AP), foram orientados
acerca dos objetivos do trabalho. Apds a leitura e explicacdes dos objetivos do referido
trabalho, os individuos que concordaram em participar, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido - TCLE (anexo 1) e responderam ao questiondrio
epidemioldgico (anexo 2), em seguida foram colhidas as amostras de sangue total para
0s exames necessarios.

O estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard, seguindo as Diretrizes e as
normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo seres humanos (Resolugdao 196 do

Conselho Nacional de Saude).

2.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas no Laboratério Central de Saude
Publica do Amapa (LACEN), no periodo de junho de 2003 a junho de 2004, utilizando
o sistema de colheita a vacuo, em dois tubos de 5 mL, contendo EDTA como
anticoagulante. As amostras foram processadas no Laboratério de carga viral do
LACEN-AP, onde o plasma foi separado por centrifugacdo a 7.000 rotacdes por minuto

(rpm) e, juntamente com o sangue total, congelado a -20°C até o momento de uso.
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2.3 EXTRACAO DO DNA

O método de extracdo de DNA total foi realizado, a partir de células
mononucleadas do sangue periférico, de acordo com o protocolo do conjunto de
isolamento de &cido nucléico da EZ-DNA Biological Industries. O procedimento

utilizado seguiu as etapas de lise celular, de precipitacdo de proteinas, de precipitacio

do DNA e de hidratagao do DNA.

2.3.1 Lise Celular
O protocolo de lise celular seguiu as etapas a seguir:

1. Adicionar 300 pL de sangue total a um tubo eppendorf de 2,0 mL ;

2. Adicionar 1 mL de soluc¢do de lise de hemacias (RBC);

3. Homogeneizar por inversdao lentamente por 15 minutos a temperatura ambiente
(25°C);

4. Centrifugar, por 2 segundos, a 13.000 rpm. Remover o sobrenadante com uma
micropipeta, deixando, ao fundo do tubo, o sedimento de leucdcitos com um
residuo de 10-20 uL do liquido;

5. Agitar vigorosamente, em agitador mecanico (voOrtex), para ressuspender o
sedimento de células e para facilitar a lise celular na etapa seguinte;

6. Adicionar 300 uL de solucdo de lise celular e homogeneizar por pipetagem. E

necessdria a incubagdo a 37°C, caso seja possivel visualizar aglomerados no

sedimento.

2.3.2 Precipitaciao de Proteinas

O protocolo de precipitacdo de proteinas seguiu as etapas a seguir:
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1. Permitir a amostra atingir a temperatura ambiente;

2. Adicionar 100 pL de solugdo de precipitacdo protéica ao lisado celular;

3. Agitar vigorosamente, em agitador mecanico, em alta velocidade, por 20 segundos,
objetivando uma total homogeneizacao;

4. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm, por 3 minutos. As proteinas precipitadas

formam um sedimento marrom escuro no fundo do tubo.

2.3.3 Precipitacao do DNA
O protocolo de precipitacdo do DNA seguiu as etapas a seguir:

1. Transferir o sobrenadante, contendo o DNA (deixando o precipitado no tubo), para
um novo tubo de 1,5 mL, contendo 300 uL de isopropanol 100%;

2. Misturar a amostra, por inversdo suave (cerca de 50 vezes), at€ formar um
precipitado visivel de DNA;

3. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm por 1 minuto. O DNA formard um
precipitado branco visivel a olho nu;

4. Desprezar o sobrenadante e secar o excesso com papel absorvente;

5. Adicionar 300 pL de etanol 70%. Inverter o tubo, vdrias vezes, para lavar o
sedimento de DNA;

6. Centrifugar entre 13.000 e 16.000 rpm por 1 minuto. Desprezar o etanol,
cuidadosamente, evitando a perda do DNA;

7. Secar o excesso em papel absorvente e deixar a amostra secar, ao ar, por 15

minutos.
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2.3.4 Hidratacao do DNA
O protocolo de hidratacdo do DNA seguiu as etapas a seguir:
1. Adicionar 100 pL de solu¢do de hidratacao de DNA (concentracdo final de 100
Hg/mL);
2. Deixar o DNA reidratar durante a noite (entre 12 e 16 horas), a temperatura
ambiente (25°C);
3. Estocar entre 2-8°C. Posteriormente, aliquotas de DNA serdo usadas diretamente na

andlise da rea¢do em cadeia da polimerase, a PCR.

2.4 REACAO EM CADEIA MEDIADA PELA POLIMERASE (PCR)

No presente trabalho, a PCR foi efetuada em duas etapas (Nested PCR)
para a amplificacdo de 297 pb da protease (gene pro), a partir do DNA de individuos
soropositivos, auxiliando na confirmacdo da infeccdo pelo HIV-1. As amplificacdes
foram realizadas no equipamento termociclador Mastercycler Personal, Eppendorff.
Ap6s a PCR, os produtos amplificados foram submetidos a purificacdo para, posterior,

seqilienciamento de bases nucleotidicas.

2.4.1 Amplificacao do Gene pro

As reagdes de amplificagdo foram realizadas, primeiramente, em um
volume de 50 pL, contendo 400 ng de DNA extraido, 225 uM de cada dNTP, 250 ng de
cada iniciador, KCI 50 mM, MgCl, 2,5 mM, Tris-HCI pH 8.3 10 mM e 0,5 U de Tag
polimerase. Na segunda etapa da amplificacdo (Nested PCR) foram utilizados 5 uL. do
produto da amplificac@o anterior, considerando as mesmas condi¢des de reacao (Janini

et al., 1996; Tanuri et al., 1999b; Vicente et al., 2000). Essas rea¢des ocorreram pela
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utiliza¢do de pares de iniciadores internos e externos a regido génica, cujas seqii€éncias
sdo descritas na Tabela 2.

Em cada reagdo de amplificagdo, apés a desnaturag@o inicial a 94°C por 5
minutos, foram efetivados 35 ciclos de: 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C e 30
segundos para o gene pro, com um tempo de dez minutos para a extensao final a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram visualizados apds eletroforese (100
V/45 minutos), em gel de agarose a 2,0%, em tampao TAE 1x (TAE 50x estoque —
TrisBase 1,6 M, Acetato de sédio 0,8 M e EDTA-Na, 40 mM/1000 mL d4gua
desionizada), contendo 5 UL de brometo de etidio (10mg/mL), mediante a utiliza¢do de

transiluminador com fonte de luz ultravioleta.

Tabela 2 — Iniciadores que foram utilizados nas duas reacdes de Nested-PCR.

Iniciadores Gene Seqiiéncia 5°- 3’ Etapas
DP10 pro 5’- CAACTCCCTCTCAgAAgCAggAgCCg -3’ I
DP11 pro 5’- CCATTCCTggCTTTAATTTTACTggTA -3’ 1
DP16 pro 5’- CCTCAAATCACTCTTTggCAAC -3’ 2
DP17 pro 5’- AAAATTTAAAgTgCAgCCAAT -3’ 2

2.5 PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

A reacgdo de purificacdo do produto da PCR tem a finalidade de otimizar
o processo de seqiienciamento dos produtos de amplificagdao. O processo de purificagao
seguiu o protocolo da QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN, Inc., USA) descrito

abaixo:
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1. Adicionar 4 volumes da solucdo de ligagdo ao DNA a 1 volume do produto da PCR
e misturar;

2. Colocar uma coluna QIAquick em um tubo de 2 mL e adicionar a mistura acima;

3. Centrifugar por 60 segundos a 8.000 rpm;

4. Desprezar o contetido do tubo coletor e retornar a coluna QIAquick ao mesmo tubo;

5. Proceder a lavagem da coluna, por duas vezes, adicionando 150 pL de tampao de
lavagem a coluna QIAquick e centrifugar por 60 segundos a 8.000 rpm;

6. Desprezar o tampao de lavagem do tubo coletor. Centrifugar por mais 60 segundos a
8.000 rpm;

7. Colocar a coluna QIAquick em um novo tubo coletor tipo eppendorf (1,5 mL);

8. Para eluir o DNA, adicionar 25 pL. do tampao de elui¢do, previamente aquecido a
65°C, a coluna QIAquick, deixar 15 minutos a temperatura ambiente (25°C) e, em
seguida, centrifugar por dois minutos a 8.000 rpm. Alternativamente, o DNA pode
ser eluido em 4gua desionizada estéril;

9. Apbs a elui¢dao, o DNA purificado € armazenado a —20°C.

2.6 SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO

Ap6s a purificagdo do produto da PCR, o DNA foi submetido ao
seqiienciamento automético. A metodologia utilizada foi baseada na sintese bioquimica
da cadeia de DNA através do método de Sanger et al. (1977) usando-se o kit da ABI
PRISM™ Dye Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer, USA). As fitas de DNA
foram seqiienciadas em ambas as dire¢des, utilizando-se o equipamento de
seqiienciamento automatico ABI 377 DNA Sequencer (Perkin Elmer, USA). A técnica

foi feita seguindo o protocolo abaixo:
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Para cada reagcdo, misturar os seguintes reagentes em um tubo marcado:

Terminator Ready Reaction Mix 2,0 uL
DNA 10-30 ng (PCR purificado) 1,0 uL.
Iniciadores (3,2 pmol/uL) 1,0 uL
H,O desionizada 16,0 uL
20,0 uL.

O Terminator Ready Reaction Mix € composto de: A-Dye Terminator, G-

Dye Terminator, C-Dye Terminator, T-Dye Terminator, dITP, dATP, dCTP, dTTP,

Tris-HCI pH 9,0, MgCl,, Pirofosfato Termo-estavel e AmpliTag DNA Polimerase, FS.

2.

Colocar os tubos contendo a mistura no termociclador (GeneAmp PCR System 2400)

e realizar 25 ciclos de 10 segundos a 96°C, 5 segundos a 50'C e 4 minutos 2 60°C. Ao

final do processo, resfriar a mistura para 4 C.

2.6.1 Precipitacao do DNA Seqiienciado

O protocolo de precipitacio do DNA seqiienciado utilizou as etapas a

seguir:

1. Adicionar 80 uL de isopropanol 75% aos 20 uL de solucdo de DNA seqiienciado;
2. Homogeneizar, rapidamente, em agitador mecanico;

3. Incubar, a 25°C, por 15 minutos;

4. Centrifugar a 14.000 rpm, por 20 minutos;

5. Desprezar o sobrenadante, cuidadosamente;

6. Adicionar 250 pL de isopropanol 75%;

7. Homogeneizar, rapidamente, em agitador mecanico;
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Centrifugar a 14.000 rpm, por 5 minutos;

Desprezar o sobrenadante, cuidadosamente;

10. Secar na estufa a 37°C entre 10 e 20 minutos.

2.6.2 Eletroforese do DNA Seqiienciado

O sistema de eletroforese utilizou o seqiienciador ABI 377 DNA

Sequencer (Applied Biosystem) e o protocolo de preparagdo das placas de vidro, de

polimerizacdo do gel e da aplicagdao das amostras sao descritas a seguir:

2.6.2.1 Montagem das Placas de Vidro

1.

2.

Lavar as placas com alconox 1,5%, dgua corrente e dgua destilada;

Deixar secar a temperatura ambiente;

Montar as placas, colocando-as uma frente a outra, separadas pelos espacadores,
cuja espessura varia de 0,2 mm a 0,4 mm;

Para a perfeita aderéncia dos espacgadores, serd utilizada uma fita de vedacao para

placas de seqiienciamento (Mylar Sealing Tape-216FT, Pharmacia Biotech, USA).

2.6.2.2 Polimerizacdo do Gel

O protocolo de polimerizacdo do gel seguiu as etapas a seguir:
Pesar 10,8 g de uréia;
Adicionar 3 mL da solu¢do de acrilamida;
Adicionar 15,6 mL de dgua purificada;
Acrescentar 3 mL do tampao TEB 10x (8,3 g de EDTA, 55 g de acido bérico, 108 g

de Tris para 1000 mL de 4gua desionizada);
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12.

13.

14.
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Filtrar em bomba de vacuo usando membrana filtrante ME25 de 0,45 mm;

Deixar no vacuo, por 5 minutos, para retirar o O.

Adicionar 150 pLL de APS a 10% (persulfato de amonio — 0,1g/mL);

Adicionar 21 pLL de TEMED (N’,N’,N’,N’-Tetramethylethylenediamine);

Adicionar a mistura a placa imediatamente, ainda no estado ligiiido. Apds,
aproximadamente, 120 minutos a solu¢do atingird o estado de gel;

Ap6s a polimerizacdo do gel, lavar a placa, suavemente, com 4dgua destilada;

Inserir a placa no sistema de eletroforese, colocar 1 litro de tampao TEB 1x em cada
uma das cubas e fazer uma corrida preliminar (1200 V por 15 minutos) do gel, antes
de adicionar as amostras. Este procedimento permite verificar o padrao de resolugao
do gel e quantas amostras poderdo ser aplicadas;

Decorrida a andlise da placa, adicionar 4 pL da solugdo de ressuspensao (100 uL de
formamida, 20 uL. de EDTA 50 mM [1,9 g/100 mL pH 8,0]) ao tubo contendo o
DNA precipitado;

Aquecer as amostras ressuspensas 2 94 C por 5 minutos e em seguida resfrid-las em
gelo;

Aplicar as amostras (1,5 uL) no gel com a reagdo de cada amostra em uma cavidade
e submeter a corrente continua de 1200 V por 7 horas.

As seqiiéncias produzidas foram editadas em um computador Apple

Macintosh acoplado ao ABI 377 DNA Sequencer e exportadas para um computador PC-

IBM, para andlises posteriores no programa Chromas versao 1,4.
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2.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS
2.7.1 Edicao e Alinhamento das Seqiiéncias

A andlise comparativa entre as seqiiéncias nucleotidicas requer que elas estejam
perfeitamente alinhadas, considerando o pareamento de bases homodlogas. O
alinhamento foi realizado por meio do programa BIOEDIT versao 5.0.9 (Hall, 1999),

utilizando-se a plataforma Windows 98.

2.7.2 Anadlise das Seqiiéncias Nucleotidicas

Todas as seqiiéncias nucleotidicas obtidas no trabalho foram comparadas
as seqii€éncias do banco de dados do GeneBank/NCBI, utilizando-se ferramentas para a
subtipagem (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/retroviruses/subtype/). Este programa detecta
a melhor similaridade entre a seqii€éncia obtida no presente estudo e as seqii€ncias

referéncias de todos os subtipos do HIV-1 (Triques et al., 2000).

2.7.3 Analise Estatistica

Para verificar a associacdo existente entre as informacdes
epidemioldgicas fornecida pelos participantes e os subtipos do HIV, assim como os
fatores de risco associados, foram utilizados o teste Exato de Fisher e o Coeficiente de

Contingéncia, com o auxilio do programa BIOESTAT, versao 3.0 (Ayres et al., 2003).
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3. RESULTADOS

No presente trabalho foi avaliado 48 portadores do HIV-1, procedentes
de Macapd, Amapa (31 homens e 17 mulheres), com média de idade de 32,7 (x 10,5)
anos (intervalo entre 14 e 69 anos).

A andlise do segmento do gene pro do HIV-1 evidenciou a presenca de
dois subtipos, sendo 45 (93,7%) do subtipo B e trés (6,3%) do subtipo F. Os analisados
que apresentaram um dos segmentos génicos como sendo ndo-B, relataram ser
heterossexuais. Nao foi encontrada significancia estatistica quando o subtipo B e F

foram correlacionados com o sexo (Teste Exato de Fisher; p = 0,263) (Tabela 3).

Tabela 3 — Informagdes gerais demograficas e laboratoriais do grupo de portadores do

HIV-1 na cidade de Macapa.

Paciente = Sexo Idade Categoria de Risco* Subtipos

Pro
BRAP002 F 29 HET B
BRAPO003 M 38 HET B
BRAP004 M 32 HOM B
BRAPO005 M 32 HET B
BRAPO006 M 28 HET B
BRAPOOS8 M 32 HET B
BRAP009 M 38 HOM B
BRAPO11 M 31 HOM B
BRAPO12 M 41 BI B
BRAPO13 M 37 HOM B
BRAPO14 M 36 HET/UDE F
BRAPO15 M 14 ND B
BRAPO16 M 24 HET B
BRAPO17 M 27 HOM B
BRAPO18 M 37 HET B
BRAPO19 F 59 HET B
BRAP020 M 20 HET B
BRAPO21 M 33 HET B




BRAP024 M 43 HOM B
BRAPO025 M 69 HET B
BRAP026 M 27 HET B
BRAP027 M 23 HET B
BRAP030 M 43 HET B
BRAPO31 F 21 HET B
BRAP(32 F 55 HET/TF B
BRAPO033 F 38 HET/TF B
BRAPO35 M ND ND B
BRAP036 F 37 HET B
BRAPO037 M 41 HET B
BRAP039 F 27 HET B
BRAP041 F 22 HET/TF B
BRAP045 M 38 HET/UDNE/TF B
BRAP047 F 23 HET B
BRAP049 M 22 HET B
BRAPO050 F 23 HET B
BRAPO51 F 26 HET B
BRAP052 M 40 HET B
BRAPO053 F 27 HET F
BRAPO054 M 36 ND B
BRAPO55 F 44 HET B
BRAPO056 F 30 HET B
BRAPO57 M 26 HET F
BRAPO058 F 30 HET B
BRAPO059 F 27 HET/TF B
BRAPO060 M ND ND B
BRAPO061 M 26 BI B
BRAP062 F 22 ND B
BRAP063 M 31 ND B

* BRAPN°® (Brasil, Amapd, N° individuo), HET (heterossexual), HOM
(homossexual), BI (bissexual), UDE (usudrio de drogas endovenosas), UDNE
(usudrio de drogas ndo endovenosa), TF (transfusdao). ND: Dados ndo
disponiveis.
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A avaliacdo do comportamento sexual do grupo de examinados mostrou
que seis relataram ser homens homossexuais (14,3%), trinta e quatro (80,9%)
heterossexuais e dois bissexuais (4,8%) (Tabela 4). De seis individuos (12,5%) nao foi

possivel obter informacdes.

Tabela 4 - Distribui¢do dos subtipos B e F, de acordo com a freqiiéncia da preferéncia

sexual, na cidade de Macapa.

Subtipos
Preferéncia sexual Frequéncia pro
B F
Homossexual 6/42 (14,3%) 6 0
Heterossexual 34/42 (80,9%) 31 3
Bissexual 2/42 (4,8%) 2 0

Na categoria de risco heterossexual, quatro eram transfundidos (11,8%),
um era UDE (2,9%) e outro era UDNE e transfundido (2,9%). Em Macap4, foi
observada associacdo entre o comportamento de risco e a prevaléncia de infeccao pelo
HIV-1 (Coeficiente de Contingéncia C = 0.8165; p = 0,0001). Quanto a preferéncia
sexual e os subtipos do HIV-1 nos individuos de Macapd, ndo foi observada uma
correlagdo, estatisticamente significante (Coeficiente de Contingéncia C = 0,1333; p=
0,680).

No presente estudo, vinte e seis individuos (83,9%) afirmaram nao ter
nenhum ou apenas um parceiro por més, cinco (16,1%) tém de dois a dezenove

parceiros por més e nenhum relatou ter mais de 20 parceiros por més (Tabela 5).
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Tabela 5 — Comportamento sexual (n° de parceiros/més), de acordo com a idade, em

Macapa.
Idade
N° de parceiros/més Macapa 13-24 25-39 40-54 55-70
0-1 26/31 (83,9%) 07 15 02 02
2-19 5/31 (16,1%) 0 04 01 0
Mais de 20 0/31 (0,0%) 0 0 0 0

Quanto ao comportamento ou exposicdo de risco dos individuos oriundos
de Macap4, um era UDE (2,4%), trés (7,3%) eram UDNE e cinco (12.2%) relatou ter
recebido sangue ou hemoderivados, oito (19,5%) mantiveram relagdes sexuais com
homossexuais, trinta e quatro (82,9%) com heterossexuais, cinco (12,2%) com
bissexuais, doze (29,3%) com multiplos parceiros, treze (31,7%) com parceiros
promiscuos, seis (14,6%) com UDE e/ou UDNE e nove (21,9%) com portadores do
HIV-1 e/ou com AIDS. Quatro individuos (9,7%) relataram ter mantido relacdes

sexuais com pessoas de outros estados e trés (7,3%) com parceiros de outros paises

(Tabela 6).
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Tabela 6 - Distribui¢cao dos subtipos B e F, de acordo com a exposicao de risco ou com

comportamento sexual, na cidade de Macapa.

Subtipos

Exposicao de risco ) pro

ou Macapa B F
Comportamento sexual

UDE 1/41 (2,4%) 0 1
UDNE 3/41 (7,3%) 3 0
Transfusao 5/41 (12,2%) 5 0
Parceiro homossexual 8/41 (19,5%) 8 0
Parceiro heterossexual 34/41(82,9%) 32 2
Parceiro bissexual 5/41 (12,2%) 5 0
Multiplos parceiros 12/41 (29,3%) 12 0
Parceiro promiscuo 13/41 (31,7%) 13 0
Parceiro UDE/UDNE 6/41 (14,6%) 6 0
Parceiro HIV+/AIDS 9/41 (21,9%) 9 0
Parceiro outro estado 4/41 (9,7%) 4 0
Parceiro outro pais 3/41 (7,3%) 3 0

Referente a historia de infec¢des sexualmente transmissiveis (IST), 12
individuos (26,6%), relataram ja ter sido acometidos por alguma delas. A gonorréia foi
relatada por 50% dos individuos, sendo seguida pelo herpes (16,6%), linfogranuloma
venéreo (16,6%) e sifilis (16,6%). Quatro individuos (33,3%) relataram mais de uma

IST (Figura 6).
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Figura 6 - Distribuicdo dos subtipos B e F de acordo com o tipo de IST relatada na

cidade de Macap4.

Quanto ao grau de escolaridade dos individuos de Macap4, dois (4,6%)
eram analfabetos ou alfabetizados, vinte e seis (60,5%) nao haviam concluido ou
estavam cursando o ensino fundamental, nove (20,9%) haviam concluido ou ainda
estavam cursando o ensino médio e seis (14,0%) ainda estavam cursando ou haviam
concluido o ensino superior (Tabela 7). Nao foi possivel obter informacdes de cinco

individuos (10,4%).
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Tabela 7 - Distribui¢ao dos subtipos B e F de acordo com a escolaridade, na cidade de

Macapa.

Subtipos

Escolaridade Macapa Pro

B F
Analfabeto ou 2/43 (4,6%) 2 0
Alfabetizado
Ensino fundamental 26/43 (60,5%) 24 2
Ensino médio 9/43 (20,9%) 9 0
Ensino superior 6/43 (14,0%) 3 0

Houve associacdo estatisticamente significante entre a infeccdo pelo
virus e o grau de escolaridade dos individuos de Macapé (Coeficiente de Contingéncia
C = 0,8660; p = 0,0001). Nao foi observada uma correlagdo, estatisticamente
significativa (Coeficiente de Contingéncia C = 0,0660; p = 0,7690), entre o grau de

escolaridade e os subtipos do HIV-1 na cidade de Macapa-AP.
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4 DISCUSSAO
4.1 INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS

O Estado do Amapd, devido sua localizagdo geografica, regido de
fronteira com a Guiana Francesa pode ser apontado como uma importante porta de
entrada do HIV-1 na regido Norte do Brasil. A consolidacido da proposta de integracao
da Amazonia ao restante do pais, viabilizada pela constru¢c@o da rodovia transguianense
promoverd o desenvolvimento da regidio com a integracdo do mercado americano,
caribenho e europeu, fortalecendo o fluxo populacional entre a regido norte com outras
partes do mundo. A intensificacdo da migracdo, e a instalagcdo de varios projetos de
mineragdo, que deslocam grande contingente de migrantes de outras regides, sdo fatores
determinantes para a consolidac¢do de diferentes situacdes epidemioldgicas vivenciadas
na Amazodnia, principalmente no que concerne as doengas transmissiveis.

Este estudo identificou os subtipos circulantes do HIV-1 na cidade de
Macapa, corroborando com a pesquisa realizada por Machado et al. (2004) na cidade de
Belém-PA, com resultados semelhantes aos encontrados em outras regides brasileiras,
refletindo a realidade da epidemia brasileira.

No perfil epidemioldgico do grupo estudado, quando relacionado ao
comportamento sexual, revelou um nimero bastante significativo no percentual de
individuos que possivelmente foram contaminados, em uma relacdo heterossexual
(80,9%), mostrando a importancia desta subcategoria na transmissao sexual do HIV.
Entre os heterossexuais, observou-se que 31,7% tinham multiplos parceiros e 21,9%
relataram ter parceiros promiscuos. Outro fator relevante estd relacionado com

individuos entre 25-39 anos de idade que apresentaram o maior percentual de



53

adoecimento (61,3%) semelhante aos dados observados no Brasil (Boletim
Epidemiolégico - AIDS, 2003).

No presente estudo, no que se refere as IST, 12 individuos (26,6%)
relataram ja ter tido alguma, embora a ocorréncia de mais de uma IST também tenha
sido mencionada. A gonorréia teve elevada freqii€ncia (50%) quando mencionada pelos
individuos com histéria de IST, semelhante como o que observou Martinez (2002), no
Sul do pais, seguida de herpes, linfogranuloma venéreo e sifilis (16,6%).

Quanto a escolaridade dos participantes, a maioria (60,5%) relatou ter ou
estar cursando ensino fundamental, indicando forte associacdo quando relacionado com
a epidemia, na cidade de Macapd, sugerindo que a infec¢do tem acometimento maior
em individuos de baixa escolaridade, como observado na série historica da dindmica da

epidemia brasileira (Brasil, 2003).

4.2 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV-1

4.2.1 Caracterizacao do subtipo B e do subtipo F

A epidemia da infec¢do pelo HIV/AIDS no Brasil € complexa quando
comparada com outros paises da América Latina acerca da prevaléncia e distribui¢do
dos subtipos. Alguns trabalhos no Brasil evidenciam que a epidemia de HIV ¢
caracterizada por multiplos subtipos do grupo M, sendo o subtipo B o mais prevalente,
seguido dos subtipos F, D e A (Morgado et al., 1994; Sabino et al., 1996; Tanuri et al.,
1999; Caride, 2000). Recentemente, foi descrita elevada prevaléncia do subtipo C na
regido sul do Brasil (Martinez et al., 2002), alcancando baixa freqiiéncia na regido

sudeste, ndo sendo detectado nenhum subtipo C nos individuos analisados em Macapa.
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As diversidades de cepas do HIV-1 em determinadas areas geograficas
podem produzir considerdvel variagao intrasubtipos, afetando a acurédcia dos ensaios de
amplificacdo em biologia molecular, podendo ser a explicagcdo para as dificuldades que
algumas amostras analisadas apresentaram quando nao foi possivel amplificar o
segmento génico, sugerindo cepas divergentes ou problemas no que se refere a
qualidade do material genético utilizado na amplificacdo (Sabino et al., 1996; Vallet et
al., 2002; Machado, 2004). Dificuldades semelhantes foram observadas em outros
estudos quando se utilizou metodologias diferentes para identificacdo de subtipos
(Heyndrickx et al., 2000; Gadelha et al., 2003).

Em Macapa foi observada a predominancia do subtipo B (93,7%), em
relacdo ao gene pro, sendo seguido pelo subtipo F (6,3%), semelhante as observagdes
realizadas no Rio Grande do Sul, Ceara e Belém (Martinez et al., 2002; Gadelha et al.,
2003; Machado, 2004). A predominancia do subtipo B € similar aquelas encontradas em
avaliacOes anteriores de amostras das regioes Nordeste e Sudeste, demonstrando uma
caracteristica epidemiologica da epidemia encontrada em quase todas as regides
brasileiras (Sabino et al., 1996; Morgado et al., 1998; Ramos et al., 1999, Tanuri et al.,
1999b) sendo caracteristica da América do Sul, especialmente no Brasil, onde diferentes
subtipos e formas recombinantes circulam entre os individuos afetados (Marquina et al.,
1996; Navas et al., 1999, Paraskevis & Hatzakis 1999; Avila et al., 2002; Castro et al.,
2003). Vale ressaltar, que em Manaus os subtipos B e F foram identificados em iguais
propor¢des, diferindo dos resultados de estudos conduzidos em dreas urbanas da regido
Sudeste (Vicente et al., 2000).

Em Macapd, a prevaléncia do subtipo F (6,3%), quando o gene pro foi

analisado, mostrou ser mais elevado do que o encontrado no Estado do Rio Grande do
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Sul, Ceard e Para (Martinez et al., 2002; Gadelha et al., 2003; Machado, 2004), porém
menor do que a identificada na cidade do Rio de Janeiro (Teixeira et al., 2004), e
Manaus onde a freqiiéncia do subtipo F € substancialmente alta quando comparada com
4reas urbanas do Sudeste brasileiro (Vicente et al., 2000). E importante notar que no
Uruguai, a prevaléncia deste subtipo € em torno de 56% (Russel et al., 2000).

A diferenca na prevaléncia de subtipos distintos do HIV-1 entre
individuos que relatam diferentes fatores de risco ja foram encontradas em véarios paises
como na Tailandia (Gao et al., 1996; Subbarao et al., 2000), na Russia (Bobkov et al.,
1996), na Franca (Vallet et al., 2002) e na Argentina (Avila et al., 2002). Contudo, no
grupo analisado em Macapd nenhuma associacdo, estatisticamente significante, foi
encontrada entre os subtipos do HIV-1, o grau de escolaridade e o sexo, de acordo com
as observagdes anteriores no Brasil (Sabino et al., 1996; Morgado et al., 1998; Bongertz
et al., 2000; Martinez et al., 2002; Gadelha et al., 2003; Machado, 2004). A transmissao
do HIV-1 na cidade Macapa por meio do uso de drogas endovenosas teve baixa
freqiiéncia, quando comparada aos individuos que apresentaram este comportamento de
risco, nos Estados de Sdo Paulo (Sabino et al., 1996; Rossini et al., 2001) e Rio de
Janeiro (Teixeira et al., 2004). Dos trés individuos identificados com subtipo F, apenas
um individuo (BRAPO14) relatou ser ex-usudrio de drogas endovenosas e que havia
compartilhado seringa e agulha com outros individuos.

A diversidade genética do HIV-1 no Brasil € dindmica e complexa, pois a
prevaléncia de multiplos subtipos depende da regido geografica estudada. Seguindo o
padrao brasileiro, estudos de epidemiologia molecular do HIV-1 em Macap4,
apresentaram os mesmos resultados de estudos anteriores sobre a distribuicdo de

subtipos confirmando a predominancia do subtipo B do HIV-1 no Brasil. Algumas
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evidéncias indicam para o aparecimento de outros subtipos virais, possivelmente, por
migragdes e viagens internacionais, demonstrando a importancia do monitoramento
molecular de formas genéticas do HIV-1 no Brasil, sendo ttil para o desenvolvimento
vacinas apropriadas. Entretanto, os sistemas de notificacio do HIV/AIDS ainda
constituem em um sistema problematico que dependente de uma demanda espontanea.
Ha a necessidade de um fluxo de notificagdes definido e consolidado, para que a anélise
dos dados, contemple, minimamente, as caracteristicas individuais, espaciais e
cronoldgicas, para que se possa ter no¢ao do processo evolutivo e do perfil da epidemia

na regiao.
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4. CONCLUSOES

1) Na Cidade de Macapa-AP as principais cepas circulantes do HIV-1 nesse estudo
foram identificados como subtipo B e F;

2) O subtipo B do HIV-1 é o mais prevalente (93,7%), quando analisado para o
gene pro, na Cidade de Macapi-AP;

3) O subtipo F do HIV-1 € o segundo mais prevalente (6,3%), quando analisado
para o gene pro, na Cidade de Macapi-AP;

4) Dentre os subtipos F, apenas um estava relacionado com o grupo de risco UDE;

5) Nao foi observada associacdo entre os subtipos do HV-1 circulantes em Macapa
e a preferéncia sexual;

6) Houve correlacdo entre o grau de escolaridade e o risco de infec¢do pelo HIV-1,
porém nenhuma associacdo quando comparada a escolaridade e aos subtipos

identificados na cidade estudada.
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