UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS R\
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO g0y e\

EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
DO TIPO I NO ESTADO DE RORAIMA.

Mestrando: André de Lima Guerra Corado
Orientador: Dr. Felipe Gomes Naveca

Co-Orientadora: Dra. Fabiana Granja

MANAUS
2014



ANDRE DE LIMA GUERRA CORADO

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
DO TIPO | NO ESTADO DE RORAIMA.

Dissertacédo apresentada ao
Programa de P6s-Graduagdo em Imunologia Basica e
Aplicada do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Amazonas, como requisito
para a obtencdo do grau de Mestre em Imunologia

Basica e Aplicada.

MANAUS
2014



ANDRE DE LIMA GUERRA CORADO

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA
DO TIPO I NO ESTADO DE RORAIMA.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Imunologia Basica e
Aplicada da Universidade Federal do
Amazonas como parte do pré-requisito
apara obtencdo do titulo de Mestre em
Imunologia na area de concentragdo
“Imunologia Bésica e Aplicada”.

APROVADA EM: / /

BANCA EXAMINADORA

Dr. Felipe Gomes Naveca, Presidente

Instituto Lednidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ/AM

Dr. Gonzalo Belo, Membro Externo

Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ/RJ

Dr. Rajendranath Ramasawmy

Fundacéo de Medicina Tropical



DEDICATORIA

Dois anos de trabalho duro e cansativo. Dedico esta pesquisa a minha mée, Ana
Lourdete de Lima Guerra Corado, a meu pai Antdnio Dionisio da Silva Corado, a minha
irma Isabel Erondina Guerra Corado, aos meus cachorros “Robinho”, “Doralice”,
“Condolezza” e “Nina”, a minha avo lzabel Alves de Lima Guerra e a todos os pacientes

HIV positivos que participaram da pesquisa.



AGRADECIMENTOS

O resultado do meu trabalho esta intimamente ligado a diversas pessoas que ao
longo desses dois anos muito me ajudaram a concluir essa etapa. Seria injusto ndo dedicar
um pequeno pedaco desta dissertacdo para agradecé-las e acima de tudo prestar essa
homenagem. Portanto, uma pagina ndo seré suficiente e de antemao ja aviso que a linguagem
sera coloquial.

Agradeco a Deus pelo dom da Vida, agradeco mais ainda por ter me inserido numa
familia maravilhosa. Meus pais, Dionisio e Ana e minha irmd Isabel ndo poderiam ser familia
melhor para minha vivéncia neste mundo. A eles que sempre me apoiaram irrestritamente
em todas as decisdes que tomei, dedico esta dissertacdo além dos agradecimentos. Obrigado
por tudo, sem vocés nada teria sido possivel. Enquanto tiver vocés, sei que sempre posso ir

mais longe. Amo-os!

A Nivea Corado, Lilian Corado, Julio (Darkest) e Daniel Corado, que durante
algum tempo me abrigaram em sua residéncia e que sempre me ajudaram guando foi preciso.
Obrigado por me fazer sentir em familia mesmo estando longe da minha. Sem duvida esse
sentimento foi um dos melhores que tive aqui em Manaus.

A minha Tia Naile Corado, que neste fim de mestrado me ajudou muito. Obrigado
por sua generosidade, que Deus continue sempre Ihe abencoando. Levarei comigo seu gesto
sempre.

Agradeco a minha familia de origem Amazonense, os Corados e a minha familia de
origem Roraimense, 0s Guerras. Agradecgo cada tio, primo e em especial minha avo lzabel
Guerra (aguardo o presente).

Agradeco muito ao meu amigo George Villarouco, dizem por ai que ele é conhecido

como “anjinho”, eu até acredito. Meu amigo, muito obrigado! Obrigado pela sua humildade



e paciéncia em ensinar a quem pouco sabia. Parte dessa dissertacdo sem duvida, devo a voce.

Obrigado por me ensinar os caminhos das pedras!

Agradeco a Katianne Barbosa, conhecida internamente como “boss”. Obrigado por
me fazer sentir parte do grupo em diversos momentos. Obrigado pela amizade e
companheirismo. Thank you boss! VVocé vale ouro.

Agradeco a meu grande amigo Yury Chaves, mais conhecido popularmente como
“Pastor”. Um amigo que fiz no mestrado, amigo para toda vida. Obrigado pela sua amizade.
Assim como, agrade¢go ao meu amigo de mestrado Walter Neves que compartilha torcida
pelo mesmo time que eu. Obrigado pelos momentos de riso pelos corredores da FIOCRUZ!
Agradeco ao Davi, Dayana, Ana Paula, Vani e Lucas pelos almogos relaxantes, regrados a
boas risadas.

Agradeco ao meu orientador, Dr. Felipe Naveca, obrigado pela oportunidade, pelo
conhecimento passado e por “financiar” esta dissertagdo. Admiro seu conhecimento e sua
mentalidade. Obrigado pela paciente ajuda nas correcdes desta dissertacdo e nas analises
filogenéticas. Sou muito grato a vocé!

Agradeco também a minha co-orientadora Dra. Fabiana Granja, que me acompanha
desde a graduacao e que deu o pontapé inicial neste projeto. Obrigado por sempre se dispor
a me ajudar a concretizar a pesquisa e pela orientacao.

A toda equipe do LACEN/RR, Renato Ledo, Bernabeto, Scheila e Luzinete. Sem
voceés este trabalho JAMALIS teria saido do papel. Obrigado pela ajuda nas coletas.

Agradeco as Dra. Aya e Dra. Adriana Malheiro, responsaveis pela condugdo do
PPGIBA, obrigado por todo o empenho com relagcdo ao curso e em relacdo a minha pessoa.

Agradeco a ILMD-FIOCRUZ e aos seus funcionérios, em especial a Marizete

Duarte que me recebeu com todo carinho.



Agradeco a CAPES pela bolsa concedida, obrigado por me ajudar a sobreviver

durante esses dois anos.

Por ultimo, agradeco aqueles que partiram, mas que tenho certeza que estavam la
em cima olhando por mim e me enviando energias positivas sempre. Obrigado Tia Luiza,
Tio Matias, Vové Erondina, Vovd Alvaro, Vovo Guerra, Celso Casadio e meu amigo Danilo

Bruno. Tenho certeza, mais que absoluta que vocés sempre olham por mim.



“O homem que diz sou, nio é. Porque
guem é mesmo é, nio sou.” — Baden

Powell e Vinicius de Moraes



RESUMO

O estudo da diversidade genética e da presenca de mutacBes de resisténcias aos
antirretrovirais é de fundamental importancia para a vigilancia epidemiologica do HIV-1,
pois pode fornecer informac6es sobre a biologia do virus e orientar as politicas de prevencao
e tratamento. De 2007 a 2012, dentre todos o0s estados da federacdo, Roraima figura entre os
cinco primeiros estados com as maiores taxas de incidéncias, sendo que de 2008 a 2010
ocupou a segunda posi¢do. Da mesma maneira, a capital Boa Vista de 2007 até 2011 também
se posiciona entre as cinco capitais com maior taxa de incidéncia. Dados relacionados a
genotipagem do HIV-1 circulante ou dados relacionados sobre mutacfes de resisténcia no
estado sdo de fundamental importancia para compreender a epidemia local. Nesse contexto,
este trabalho identificou os subtipos do HIV-1 circulante, avaliou a resisténcia primaria e
secundaria nos pacientes portadores de HIV e descreveu a frequéncia do polimorfismo rs333
no gene CCR5, em pacientes atendidos no Laboratorio Central do Estado de
Roraima/Laboratdrio de HIV. Para isso foram coletadas 121 amostras e as regides do DNA
proviral da RT/PR, Integrase e Envelope foram amplificadas e submetidas ao sequeciamento
nucleotidico. O DNA gendmico humano foi apenas amplificado e comparado por
eletroforese. Os dados demograficos foram analisados por estatistica descritiva, enquanto
que os dados genéticos foram avaliados por diversas ferramentas de bioinformatica para
analise de resisténcia, genotigem, reconstrucdo filogenética e tropismo viral. Foi observada
uma freqiiéncia de 9,17% para o genotipo humano CCRS5/CCR5A32 e 90,83% em relagdo
ao CCR5/CCR5. Com relacdo ao subtipo viral, a maior prevaléncia encontrada foi para o
subtipo B (Integrase) e gene Pol, seguido do subtipo F1 e de formas recombinantes B/F
(Integrase) e B/D ( Pol). Somente um caso de resisténcia primaria foi detectado (7,69%), no
entanto em pacientes em tratamento esse numero atingiu 30,7% . A andlise filogenética
mostrou que as amostras de Roraima se agrupam em diferentes clados com amostras
brasileiras, venezuelanas, uruguaias e guianenses, 0 que provalvelmente reflete eventos
distintos de introducéo viral. Foram encontradas 25% de amostras com tropismo X4, o que
afeta a possibilidade de administracdo do inibidor de fusdo Maroviroque em parte dos
pacientes avaliados. Acreditamos que os dados obtidos no presente estudo contribuirdo para
um melhor entendimento da epidemiologia do HIV/AIDS no estado de Roraima. Além do
retorno cientifico, acreditamos que os resultados contribuirdo indiretamente para a melhoria
do atendimento desta populacgéo de pacientes.

Palavras chaves: HIV, resisténcia priméaria, CCR5, Rs333, Roraima.



ABSTRACT

The study of genetic diversity and detection of mutations to antiretroviral therapy is crucial
for epidemiological surveillance of HIV-1, because it can provide information about the viral
biology, guiding policies for prevention and treatment. From 2007 to 2012, Roraima ranks
among the top five states with the highest incidence rates, from 2008 to 2010 occupied the
second position. Likewise, the capital of Boa Vista in 2007 until 2011 also ranks among the
five capitals with highest incidence rate. Data related to HIV-1 genotyping or related data
on resistance mutations in the state are of fundamental importance to understand the local
epidemic. In this context, this work has identified circulating HIV-1 subtypes; evaluated
primary and secondary resistance in patients with HIV and described the frequency of the
CCR5 gene polymorphism (rs333) in patients treated at the Central Laboratory of the State
of Roraima / HIV Lab. A total of 121 samples were collected and regions of the proviral
DNA of RT / PR, integrase and envelope genes were amplified and subjected to nucleotide
sequencing. Human genomic DNA was only amplified and compared by electrophoresis.
Demographic data were analyzed using descriptive statistics, while the genetic data were
evaluated by several bioinformatics tools for analyzing: resistance, genotyping, phylogenetic
reconstruction and viral tropism. A frequency of 9.17% for the human CCR5 genotype /
CCR5A32 and 90.83% in relation to CCR5 / CCR5 was observed. With respect to the viral
subtype, the highest prevalence was found for subtype B (Integrase) and Pol gene, followed
by subtype F1 and recombinant forms of B / F (Integrase) and B / D (Pol). Only one case of
primary resistance was detected (7.69%), however, in patients receiving therapy this number
achieved 30,7%. Phylogenetic analysis showed that the Roraima's samples grouped into
different clades with Uruguayan, Brazilian, Venezuelan and Guyanese samples, which
probably reflects distinct events of viral entry. Around 25% of X4 samples were found,
which affects the possibility of administering the fusion Maraviroc inhibitors for these
patients. We believe that the data obtained in this study will contribute to a better
understanding of the HIV / AIDS epidemiology of in the state of Roraima. Besides the
scientific return, we believe that the results will indirectly contribute to improving patient
care in this population.

Keywords: HIV, primary resistance, CCR5, Rs333, Roraima State.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) é causada por um virus que
infecta macrofagos, células dendriticas e linfécitos T CD4+, sendo caracterizada por
severa disfuncdo do sistema imunoldgico que acarreta quadro de imunossupressao no
portador da doenca (BRASIL, 2010).

Desde que a epidemia de AIDS comecou 78 milhdes de pessoas foram
infectadas, 39 milhdes faleceram em decorréncia desta sindrome e até o final de 2013 35
milhGes de pessoas vivem com virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (UNAIDS,
2014). No Brasil aproximadamente 718 mil pessoas vivem com HIV/ Aids (BRASIL -
MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

O avanco cientifico no estudo do HIV/AIDS levou a producdo de medicamentos
que prolongam a vida dos pacientes. Os antirretrovirais reduziram globalmente os casos
de Obitos por causa basica AIDS em 35% desde 2005. Estima-se que em 2013, 12,9

milhGes de pessoas receberam tratamento antirretroviral. (UNAIDS, 2014).

A complexidade do virus envolve mecanismos evolutivos fascinantes, tais
mecanismos provocam grande diversidade e em alguns casos resisténcia aos

medicamentos antirretrovirais.

Pesquisas relacionadas ao HIV/AIDS em busca de uma possivel cura ndo
cessam, vacinas que melhoram a resposta imunoldgica, em especial a resposta celular
apresentam grande passo para o controle da replicacdo do HIV (MUDD et al., 2012),
assim como estratégias para eliminar os possiveis reservatorios virais. HU et al., (2014)
obtiveram um resultado empolgante quanto aos reservatorios virais, 0S mesmos

conseguiram in vitro remover o DNA proviral do genoma de células de origem mieloide.
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Além de pesquisas basicas relacionadas ao HIV, estudos aplicados ajudam
compreender a epidemia global, revelando dados como genotipos circulantes, resisténcias

e evidéncias de recombinagé&o viral.

2 REVISAOBIBLIOGRAFICA

2.1 O virus da imunodeficiéncia humana tipo 1

No final da década de 70 e inicio da década de 80, nos Estados Unidos da
Ameérica foram reportados diversos casos de pacientes que se caracterizavam pelo
declinio dos linfécitos TCD4+ e pelo aparecimento de maltiplas doencas oportunistas

(GALLO, 2006; MASUR et al., 1981).

Em 1982, foram iniciados os primeiros experimentos visando identificar o
agente causador desta sindrome. GALLO et al., (1983) acreditavam na possibilidade de
que a AIDS seria causada por um virus linfotropico da célula humana (HTLV), ou ainda
um novo retrovirus pertencente a familia do HTLV, ja que esta familia de virus detinha

caracteristicas semelhantes aos dados encontrados em pacientes com AIDS.

No ano de 1983, em linfocitos T isolados de pacientes com sintomas da AIDS
descobriu-se um novo retrovirus, que apresentava alguma semelhanca ao HTLV, mas
distinto dos HTLVs anteriormente isolados, principalmente em sua morfologia e em suas
caracteristicas antigénicas. Descobria-se 0 LAV (virus associado a linfonodopatia) ou
ainda HLTV 11l que posteriormente ficaria conhecido como virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; COFFIN, HAASE, LEVY, J., et al.,
1986; GALLO e MONTAGNIER, 2003; GALLO et al., 1984).

O HIV é um retrovirus, que filogeneticamente pode ser dividido em HIV-1 e
HIV-2, este Gltimo descoberto por CLAVEL et al., (1986) e restrito a paises africanos. E

membro da familia Retroviridae, com tamanho entre 100-120nm, formado por um
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nucleocapsideo com duas copias idénticas de RNA de aproximadamente 9,2 kb e trés
enzimas virais: a transcriptase reversa, a protease e a integrase. Toda essa estrutura €
envolvida por um envelope lipoprotéico no qual se inserem diversas proteinas, em
especial gpl20 e gp4l (Revisado por: BENJELLOUN; GENIN; PAUL, 2011;

GELDERBLOM et al., 1987).

Lipid
Membrane
MA

CA

Figura 1 - Representacdo esquematica do HIV-1 (BENJELLOUN et al., 2011).

2.2 Organizagdo genémica do HIV-1

Em 1985 WAIN-HOBSON et al.,, e RATNER et al., foram os primeiros
pesquisadores a sequenciar o HIV-1. Ap6s anos de aprimoramento das técnicas
moleculares e de sequenciamento o mapa génico do virus esta completamente elucidado
(Figura 2). O HIV-1 apresenta duas regides ndo codificantes em suas extremidades
conhecidas como Long Terminal Repeats (LTR) e 9 regides codificantes que irdo dar

origem a 15 proteinas (WATTS et al., 2009).
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Figura 2- Esquema gréafico do genoma do HIV-1 (LEITNER et al., 2013).

Didaticamente podemos dividir 0 genoma em genes essenciais e genes

acessorios gque se dispdem da seguinte maneira:

Genes essenciais: a) Gag - Codifica proteinas relacionadas ao nucleocapsideo
(NC), matriz (MA) e capsideo (CA). b) Pol - Codifica a protease viral (PR), a
transcriptase reversa (RT) e a integrase (IN). c) Env - Codifica duas proteinas de
membrana essenciais para ligacdo do virus a célula, a gp120 (proteina de superficie) e a
gp41 (proteina transmembranar). (LEITNER et al., 2013)

Genes acessorios: a) Vif — Codifica a proteina Vif (fator de infectividade do
virion) que é essencial para a maturacdo do virion em alguns tipos celulares (KATO et
al., 2002; ROSE et al., 2004). b) Vpu — Seu produto esta relacionado com a liberacao de
particulas virais e com degradacdo de CD4 no reticulo endoplasmatico (DUBE et al.,
2010). c) Vpr — A proteina viral R (Vpr) é responsavel pelo transporte do complexo de
pré-integracdo para o ndcleo da célula, por inibir a divisdo celular levando a célula
infectada a fase G2 da mitose e por interferir na atividade do fator nuclear kappa B (NF-
kB) (KOGAN e RAPPAPORT, 2011). d) Tat — Proteina transativadora (TAT) é uma
proteina regulatoria, mais conhecida por ser um transativador da transcri¢éo viral, ou seja,
ela altera/regula a expressao dos genes virais e celulares (ROMANI, ENGELBRECHT e

GLASHOFF, 2010). e) Rev — Envolvido com o transporte do RNA e estabilidade do
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mesmo (FRANKEL e YOUNG, 1998). f) Nef — Promove a regulagdo negativa

(downregulation) de CD4 e MHC classe | (LEITNER et al., 2013).

2.3 Biologia do HIV-1

O HIV é transmitido por relacbes sexuais desprotegidas, compartilhamento de
agulhas e seringas contaminadas, transfuséo de sangue infectado, de forma vertical ou
seja, de mée para filho e por acidentes ocupacionais (SABATTE et al., 2011). A carga
viral tem relacdo estreita com transmisséo do virus. Quanto mais alta a carga viral, maior
a probabilidade de um individuo que teve algum contato de risco ser infectado. Em um
trabalho envolvendo casais sorodiscordantes (um individuo HIV+ e outro HIV-) e a
transmissao sexual do virus QUINN et al., (2000) apontam que a transmissdo do HIV é
rara em pacientes com carga viral com niveis menores a 1500 copias de HIV-RNA por
mililitro.

O HIV-1 é um parasita intracelular obrigatdrio e por isso é necessaria sua ligacdo
e entrada a uma célula para que o0 mesmo possa ser replicado. Possui tropismo por células
do sistema imune, como os linfécitos TCD4+, mondcitos, macrdfagos e células
dendriticas por possuirem em sua membrana uma molécula chamada CDA4
(KLATZMANN et al., 1984). Ao interagir com essas células a proteina gp120 do virus
se liga fortemente a molécula CD4 presente, tal ligacdo gera uma mudanca de
conformacdo na regido V1/V2 e V3 da propria proteina, que passa a expor uma regido
altamente conservada a qual ird interagir com um dos dois, ou 0s dois co-receptores de
quimiocina, CCR5 ou CXCR4 da célula do hospedeiro (CLAPHAM e WEISS, 1997;
RIZZUTO, 1998; TURNER e SUMMERS, 1999). O HIV que utiliza o co-receptor CCR5

é classificado como R5 HIV, aguele que utiliza o co-receptor CXCR4 sdo classificados
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como R4 HIV e aquele que utiliza os dois co-receptores de quimiocinas séo classificados

de R5X4 HIV (ARRILDT, JOSEPH e SWANSTROM, 2012; BERGER et al., 1998).

A ligacao da gp120 com o co-receptor da célula do hospedeiro culmina em outra
mudanca de conformacao nas proteinas de superficie do virus que resulta na insercéo de
partes hidrofobicas da proteina gp41 na membrana da célula do hospedeiro levando a

fusdo ao virus (WILEN et al., 2012) (Figura 3).
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Figura 3 - Ligacé@o do HIV-1 na célula do hospedeiro (WILEN et al., 2012).

Uma vez fundida a membrana celular do hospedeiro no virus, o core € liberado
no processo conhecido como uncoating, o qual é fundamental para formacéo do complexo
de transcricdo reversa (RTCs) e o complexo de pré-integracdo (PICs) (ARHEL, 2010).
Apbs o uncoating, tendo como molde o RNA viral, a transcriptase reversa (RT) passa a
sintetizar um DNA fita dupla, que sera transferido ao nucleo celular onde a enzima
integrase (IN) o integrara ao genoma da célula hospedeira, tornando-se assim um provirus
(NISOLE e SAIB, 2004). Desta forma o DNA proviral serve como molde para a
transcri¢do de outros RNAs virais, que acabam sendo replicados como se fossem qualquer

gene celular (RICHMAN et al., 2004) (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema mostrando a formacéo das particulas do HIV-1, brotamento e maturacio
(SUNDQUIST & KRAUSSLICH, 2012).

O mRNA (RNA mensageiro) viral codifica as proteinas dos genes acessorios
primeiramente, e posteriormente as proteinas dos genes essenciais. Ao final, na sua forma
matura o HIV deve conter duas cOpias positivas de RNA gendmico, e as proteinas do
Envelope (Env), a proteina GAG e ainda a protease (PR), transcriptase reversa (RT) e a

integrase (IN) (SUNDQUIST e KRAUSSLICH, 2012).

2.4 Patogénese

No periodo inicial da infeccdo, o virus é replicado e se espalha por diversos
tecidos e 6rgaos, em especial no tecido linféide associado ao intestino (GALT) onde os
linfécitos T CD4+ residentes aos poucos séo depletados. A replicagéo viral neste primeiro
momento, apesar de reduzida a ponto do material genético do virus nédo ser detectado,
contribui para a disseminagdo do virus presente no GALT para os linfonodos mais

proximos, o que favorece o aparecimento dos reservatorios virais. O GALT possui
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importante papel quanto a formacéao de reservatorios para o HIV-1. Em um estudo com
pacientes HIV positivos que faziam uso de medicamento antirretroviral hd pelo menos
nove anos, CHUN et al., (2008) demonstram que o GALT tem grande papel na
persisténcia da infeccdo pelo HIV-1 por ser um reservatorio. Esta fase € conhecida

também como fase eclipse, pois a quantidade de virus no organismo pode ser indetectavel.

A partir da terceira semana, acontece a fase aguda da doenca, caracterizada por
uma alta taxa de replicacdo viral que consequentemente leva a uma queda de linfocitos T
CD4+ (COFFIN e SWANSTROM, 2013) (Figura 5). Nesta fase, a resposta humoral
inicial produz primeiramente anticorpos contra a gp41 e posteriormente contra gp120,
porém estes anticorpos sao incapazes de neutralizar o virus (TOMARAS et al., 2008).
Anticorpos efetivos contra o HIV-1 s passam a ser produzidos trés meses apds o inicio
da infeccdo o que é considerado tarde para influenciar no rumo da doenca (COHEN,

SHAW, et al., 2011).
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Figura 5 - Curso da infec¢do pelo HIV (AN e WINKLER, 2010)

No fim da fase aguda a carga viral decai e acontece um pequeno aumento na
contagem de linfocitos T CD4+, tal evento ocorre porque o sistema imune comeca a

produzir anticorpos neutralizantes e a resposta celular esta em curso.

Apos a fase aguda tém-se a infeccdo cronica, conhecida por laténcia clinica,
caracterizada por um lento aumento da viremia e uma gradual deplecéo dos linfocitos T
CD4+ que pode perdurar por anos (SILICIANO & GREENE, 2011). Sem tratamento com
antirretrovirais nesta fase, 95% dos individuos podem morrer ao longo dos anos ja que a
contagem de linfécito decai com o tempo. Pacientes com contagem de linfocitos T CD4+
acima de 350 células/mm?® apresentam alguns casos infecciosos, entretanto individuos
com contagem de linfocito abaixo de 200 células/mm? ja apresentam o sistema imune
comprometido sendo alvo de infec¢cdes oportunistas e neoplasias, configurando quadro

de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

2.5 Medicamentos antirretrovirais (ARV’s)

A implementacdo da terapia antirretroviral altamente eficaz (HAART / Highly
Active Antiretroviral Therapy) para tratamento de pacientes infectados pelo HIV reduziu
globalmente os casos de Gbitos por causa basica AIDS em 35% desde 2005. Estima-se
que em 2013, 12,9 milhdes de pessoas receberam tratamento antirretroviral e que a terapia
pode ter ajudado a melhorar a qualidade de vida de aproximadamente 40,2 milhdes de
pessoas desde que a epidemia teve inicio. (UNAIDS, 2014).

Desde 1996, o Brasil foi 0 pais pioneiro a adotar politica publica de acesso a
tratamento antirretroviral de forma gratuita no &mbito do SUS (BRASIL - MINISTERIO

DA SAUDE, 2010). Dados referentes a 2012 apontam que aproximadamente 313 mil
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pacientes distribuidos em todo o pais fazem uso da terapia com antirretrovirais, destes

76% apresentam carga viral indetectavel (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).

As recomendacdes para o inicio da terapia antirretroviral avalia inicio imediato
em todas as pessoas vivendo com HIV/AIDS, em individuos sintomaticos independente
da contagem de linfécitos T CD4+ e em gestantes. Em individuos assintomaticos é
recomendado o inicio se a contagem de linfocitos T CD4+ for < 500 células/mm3 e em
outras situacGes especificas, como coinfeccbes com outros virus. (BRASIL -

MINISTERIO DA SAUDE, 2013b)

Os medicamentos antirretrovirais atuam diretamente em fases do processo de
replicacdo do HIV o que reduz de forma significativa a carga viral, recuperando o sistema
imune, fornecendo assim melhor qualidade de vida (HO et al., 1995; RAY et al., 2010).
Além disso, 0 uso prévio da terapia reduz a possibilidade de transmissdo do virus na
populagdo (COHEN, CHEN, et al., 2011).

O primeiro medicamento antirretroviral de atuacdo eficaz na melhoria da
qualidade de vida dos pacientes, foi o AZT (Zidovudina) testado em 1985 e
comercializado em 1987 (Revisado por: RICHMAN, 1991). Ap6s anos de pesquisas e de
desenvolvimento tecnoldgico, varias classes de medicamentos que atuam em diferentes

estagios do ciclo replicativo do HIV-1 foram desenvolvidos.
Sédo cinco classes de antirretrovirais disponiveis no Brasil:

1) Inibidores Nucleosidicos (analagos) da Transcriptase Reversa (INTR ou
NRTI): Os nucleosideos que compdem esse medicamento competem com 0s dNTPs
utilizados pela célula para formar o DNA viral. Dessa maneira, 0s nucleosideos atuam
como um falso substrato para a enzima e ao ser incorporado na fita interrompe 0 processo
de replicagdo. Nessa classe de medicamento o SUS dispdem: Lamivudina, Abacavir,

Estavudina, Tenofovir, Zidovudina, Didanosina e a combinacgdo Lamivudina/Zidovudina.
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2) Inibidores N&o-Nucleosideos (ndo analagos) da Transcriptase Reversa
(INNTR ou NNRTIs): Estes se ligam diretamente ao sitio alostérico da transcriptase
reversa do virus induzindo alteragdo na estrutura da enzima que consequentemente reduz
a atividade polimerase da enzima. Nessa classe de medicamento o SUS

dispdem: Efavirenz, Nevirapina e Etravirina.

3) Inibidores da Protease (IPs): Essa classe de medicamento se liga ao sitio ativo
da protease o que impede a ligacdo do substrato da enzima a este sitio. Dessa maneira, a
enzima ndo tem efetividade em clivar proteinas que tornam o virus maturo e infeccioso.
Nessa classe de medicamento o SUS dispdem: Atazanavir, Darunavir, Fosamprenavir,
Indinavir, Lopinavir/r, Nelfinavir, Ritonavir, Saquinavir e Tipranavir.

4) Inibidores da Integrase (lIs): Se ligam a enzima integrase impedindo a
integracdo do DNA proviral ao material genético humano. Com isso a replicagdo €
reduzida. Nessa classe de medicamento o SUS dispde: Raltegravir.

5) Inibidores de fusdo: Basicamente inibem a ligacdo do virus a célula. Nessa
classe de medicamento o SUS dispdem: Enfuvirtida e Maraviroque (TAN et al., 2013).
(ANASTASSOPOULOU, 2012; ARTS e HAZUDA, 2012; BRASIL - MINISTERIO DA

SAUDE, 2010, 2011; QADIR e MALIK, 2010)

De acordo com o Protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas para manejo da
infeccdo pelo HIV em adultos publicado pelo BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE,
(2013c) a primeira linha de tratamento inclui dois INTR e um INNTR; a segunda inclui

dois INTR e um IP/r.

Apesar dos avan¢os nos medicamentos antiretrovirais, que possibilitaram aos
portadores do HIV uma signficativa melhora em sua qualidade de vida, virus resistentes
aos antiretrovirais foram selecionados em todos os locais onde a terapia fora utilizada

(WAINBERG, ZAHARATOS e BRENNER, 2011).
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2.6 Resisténcia aos antirretrovirais

A resisténcia viral pode ser definida pela presenca de muta¢fes em um ou Varios
genes, que reduzem total ou parcialmente o efeito do medicamento antirretroviral
(ARELLANO-GALINDO et al., 2012). Essa reducdo total ou parcial do efeito do
medicamento pode levar ao paciente a um quadro de falha terapéutica, que acontece
quando a carga viral plasméatica se torna detectavel em pacientes que usavam
medicamento ou quando apds seis meses do inicio ou troca do tratamento antirretroviral,

a carga viral se mantém detectavel (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2013c).

Para entender como se origina a resisténcia viral adota-se a complementariedade
dos fatores ,causa e consequéncia. A causa da resisténcia viral tem sintese de diversos e
complexos fatores, dentre eles problemas que envolvem medicamentos, como dosagem
inadequada e mal funcionamento do antirretroviral, problemas como a adesdo correta do
tratamento e o contagio com cepa resistente (AFANI e GALLARDO, 2011). Como
consequéncia dos fatores anteriormente citados, ocorre a alta producéo de particulas que
se alia a fatores evolutivos caracteristicos do HIV-1 como a alta taxa de mutacao e

recombinacéo viral. Nesse ambiente, mutacdes de resisténcia podem surgir e ser fixadas.

Pode-se classificar de duas maneiras a resisténcia viral em: (1) Resisténcia
priméaria, onde o individuo se contaminou com virus resistente selecionado em outro
hospedeiro e (2) Resisténcia secundaria que se apresenta em pacientes que fazem o uso
de antirretrovirais e que uma ou mais mutac6es de resisténcia sdo selecionadas e fixadas

(Revisado por: PAREDES e CLOTET, 2010).

O primeiro caso de resisténcia viral foi noticiado por ERICE et al., no ano de
1993. Apds esse fato, o desenvolvimento de tecnologia para mapeamento das mutacoes
de resisténcia acabaram sendo difundidas pelo mundo. Basicamente ha quatro tipos de

ensaios para se detectar e mapear mutagdes de resisténcia, 0 ensaio genotipico, 0 ensaio
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fenotipico, o ensaio fenotipico virtual e o teste de tropismo (ARELLANO-GALINDO et
al., 2012). O mapeamento das resisténcias aos antirretrovirais representou um grande
avanco na qualidade de vida dos pacientes, pois a partir da deteccdo de cepas resistentes

a medicacao pode ser trocada e a carga viral reduzida.

As mutac0es classificadas como principais ou Major Mutations, sdo aquelas que
podem conferir perfis alto, intermediario e baixo de resisténcia, e mutacfes acessorias sao

aquelas que nédo apresentam perfil de resisténcia significativa de forma isolada.

Como dito anteriormente as mutacOes de resisténcia visam reduzir total ou
parcialmente o efeito do medicamento antirretroviral, dessa maneira as mutagdes vao
prejudicar a atuagé@o dos antirretrovirais nas etapas da ligacéo, replicacdo e maturagcéo do
virus.

As mutacOes contra os INTR agem de duas maneiras: (1) Evitando a
incorporacdo do nucleosideo analogo, tendo como consequéncia o prosseguimento do
processo replicativo. Um exemplo de mutacdo de resisténcia que causa tal efeito € a

mutacdo M184V e L74V, que inviabilizam o uso do medicamento Lamivudina.

Posicdo em
gue o aminodacido
foi trocado

M184V __5 Aminodcido

incorporado
Aminoacido
trocado

Figura 6 - Representacdo explicativa da representacdo das mutagdes de resisténcia ao HIV-1. Elaborado

por: André Corado
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(2) Removendo o nucleosideo anédlogo ja incorporado na fita. As mutacGes que
causam essa remoc¢do sdo conhecidas mutaces analogas a timina. (Revisado por:

CLAVEL e HANCE, 2004)

Os INNTR atuam se ligando diretamente ao sitio alostérico da transcriptase
reversa do virus induzindo alteracdo na estrutura da enzima que consequentemente reduz
a atividade polimerase da enzima. As mutacdes contra os INNTR modificam a estrutura
deste sitio impedindo a ligacdo do inibidor a enzima. As mutacdes contra os IPs e IFis
(inibidores de fusdo), atuam de forma semelhantes aos INNRT’s, as mutagdes alteram

estruturalmente o local onde o inibidor iria se ligar. (Revisado por: SHAFER, 2002)

2.6.1 Resisténcia aos antirretrovirais no Brasil

Em 2003, BRINDEIRO et al., analisaram a resisténcia a antirretrovirais em oitos
estados do Brasil com uma coorte de sequéncias amplificadas de 409 pacientes. Como
resultado, obtiveram resisténcia primaria em 2,24% ao inibidor de protease, 2,36% para

o inibidor nucleosidico da transcriptase reversa e 2,06% aos inibidores ndo nucleosidicos.

Em 2009, SPRINZ et al., realizaram outro grande estudo envolvendo a
resisténcia primaria, desta vez 13 cidades brasileiras com 387 pacientes foram analisados.
O resultado da resisténcia primaria ficou em 7%, com prevaléncia de 1% aos inibidores
de protease, 4,4% aos inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa e 1,3% aos
inibidores nucleosidicos. Diversas estudos sobre resisténcia primaria foram publicados:
em Tocantins a mesma ficou em 11,5% (CARVALHO et al., 2011). Em Recife dois
trabalhos avaliaram a resisténcia primaria que ficou em 3,6 e 4,6% (CAVALCANTI et
al., 2012; MEDEIROS, DE et al., 2006). No Mato Grosso, especificamente na capital
Cuiabé a resisténcia primaria foi de 5,4% (FERREIRA, 2011). Em Santa Catarina GRAF

et al.,(2011) analisaram 80 pacientes naives ou recém diagnosticados, com prevaléncia
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primaria de 11%. No estado do Ceara 9,5% dos pacientes apresentaram resisténcia
primaria. Na regido norte, em Manaus JACOMINI, (2007) analisou 52 amostras de

pacientes naives e encontrou resisténcia primaria de 11,5%.

Outra pesquisa realizada em nove estados brasileiros, mas somente com
pacientes homossexuais, aponta para resisténcia primaria de 21,4% e secundaria de 35,8%

(BERMUDEZ-AZA et al., 2011).

Analisando a resisténcia secundaria em pacientes com falha terapéutica do
Distrito Federal CERQUEIRA et al., (2004) encontraram mutacdes de resisténcia em
84,0% dos pacientes analisados. Em Piracema, municipio do estado do Rio de Janeiro,
em individuos que fazem uso de medicamento a resisténcia registrada foi de 33.3%
(EYER-SILVA e MORGADO, 2005). Em outro estudo com pacientes em falha
terapéutica do Amazonas e Pard foram respectivamente encontradas mutagdes de
resisténcias contra 0s NRTI (96,9 %), P1 (62,5%) e NNRTI (56,3%) nas amostras do Para
e NRTI (91,6%), PI (61,1%) e NNRTI (50,5%) nas amostras do Amazonas (MACEDO,

2010).

Em Séo Paulo KALMAR, (2007) encontrou mutacdes de resisténcia em 27,7%
de pacientes em interrupcdo terapéutica por mais de seis meses. Além disso, 76,3%
apresentavam mutacdes para os analogos nucleosideos inibidores da transcriptase reversa,
39,4% para os ndo analogos nucleosideos inibidores da transcriptase reversa e 13,1% para

0s inibidores da protease.

2.7 Fatores imunogenéticos associados ao HIV-1

Grande parte dos individuos infectados com o HIV que ndo recebem tratamento
com ARVs ao longo dos anos apresentam deplecdo continua dos linfocitos T CD4+ e

aumento da carga viral. Entretanto, alguns individuos conseguem ao longo dos anos
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manterem uma boa contagem de linfocitos TCD4+ e carga viral reduzida quando sem
tomar medicamento (CAO et al., 1995). Estudos de associacdo apontam que fatores
genéticos do hospedeiro poderiam influenciar no curso da doenca, positivamente, como
por exemplo, mantendo a carga viral abaixo dos limites detectaveis, ou ainda
negativamente acelerando a progressao da doenca (Revisado por: DEEKS e WALKER,
2007)

Um dos fatores imunogenéticos protetivos presente em pacientes HIV positivos
¢ um alelo mutante oriundo da delecdo de 32 pares de bases (pb) do gene CCRS5, descrito
primeiramente por DEAN et al., (1996). O HIV-1 possui tropismo pela molécula CD4
presente na superficie dos linfécitos, macrofagos e células dendriticas, entretanto sé esta
ligacdo ndo é suficiente para que o virus ingresse na célula, é necessario a ligacdo do virus
a um o co-receptor, neste caso, o de quimiocina CCR5 codificado pelo gene CCR5
(ARRILDT, JOSEPH e SWANSTROM, 2012; FAUCI, 1988; RIZZUTO, 1998). O gene
CCRb5 esta localizado no brago curto do cromossomo trés (3p21.31), contendo uma regido
codificante de 1055 pares de bases, 0 alelo CCR5-A32 (rs333) esta localizado no éxon 3,
posicdo no gene 8315 e resulta num codon de terminacéo, originando proteinas do CCR5
truncadas que acabam nao sendo expressas na superficie da célula que consequentemente
evitam a entrada do HIV-1 (Revisado por: AN e WINKLER, 2010). Portanto, o HIV-1
ndo consegue infectar células de individuos que sdo homozigotos para 0 CCR5/A32,
todavia individuos heterozigotos (CCR5/CCR5A32) apresentam uma progressdao mais
lenta da doenca, pois expressam proteinas do CCR5 que ainda possuem certa
funcionalidade (DEAN et al., 1996).

Em um estudo de meta-andlise com individuos sadios a prevaléncia do

homozigoto recessivo (CCR5A32/CCR5A32) encontrada foi de apenas 1% (LIU et al.,
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2012), destaca-se que esta homozigose recessiva € predominante em caucasianos (LIU et

al., 1996).

Estudos para avaliar a frequéncia do rs333 em pacientes HIV positivos hoje é de
extrema importancias, pois a identificacdo do polimorfismo contribui para a indicacdo de
um medicamento muito eficaz, o0 Maraviroque, antagonista de CCR5, que inibe a ligagéo
do virus a célula (HUGHES e NELSON, 2009).

Na América Latina, precisamente na Coldémbia com 29 pacientes HIV positivos,
encontrou apenas um (3,57%) Unico paciente CCR5/CCR5A32, os demais eram
CCR5/CCRS5 (DIAZ et al., 2000).

No Brasil, um grande estudo abrangendo a regido sudeste, com uma coorte de
152 pacientes naives e 450 pacientes em AIDS foi realizado para determinar a frequéncia
de rss33 nesta populacdo. Como resultado, a prevaléncia encontrada para
CCRS5A32/CCR5A32 foi zero, para CCR5/CCRS5A32 foi de 7,2% e para CCR5/CCRS foi
de 92,8% (REICHE et al., 2008). Em Sao Paulo, dos 183 pacientes analisados quanto ao
rs333, 11,5% eram CCR5/CCR5A32 e 88,5% CCR5/CCR5 (MUNERATO et al., 2003).
GRIMALDI et al., (2002) realizaram um estudo que incluia 113 portadores do HIV na
Bahia. Como resultado, obtiveram a prevaléncia para individuos heterozigotos
(CCR5/CCR5A32) de 8,8% e o0 restante 91,2% para individuos homozigotos
(CCR5/CCRS5). No estado de Pernambuco 260 individuos infectados pelo HIV também
foram analisados, 22 (8,4%) apresentaram geno6tipo CCR5/CCR5A32 e 238 (91,6%)
apresentaram o genétipo CCR5/CCR5. Na regido norte, o Gnico estudo relacionando o
rs333 e pacientes HIV positivos foi realizado no Para. Em sua monografia, GOMES,
(2009) analisou 330 pacientes HIV positivos e observou prevaléncia de 4% para

CCR5/CCR5A32 e 96% para individuos CCR5/CCR5.
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2.8 Evolucao molecular do HIV-1

O HIV-1 é conhecido por apresentar alta variabilidade genética a ponto de um
Unico genotipo gerar grandes quantidades de virus geneticamente distintos uns dos outros
(quasispecies) (CICHUTEK et al., 1992). A explicacdo para esta marcante caracteristica
abrange questBes como alta taxa de mutacdo, alta producdo de particulas virais,
recombinacdo viral e a propria pressdo seletiva do organismo do hospedeiro por
intermédio de seu sistema imune.

A maioria das mutacdes que resultam na modificacdo do HIV-1 podem ter
origem no processo de replicacdo do virus, seja quando o DNA proviral transcreve o RNA
pela acdo da RNA polimerase |1, seja quando o RNA viral é transcrito em DNA proviral
pela atuacdo da transcriptase reversa, ou quando, o0 DNA proviral € replicado pela DNA
polimerase do hospedeiro no processo de replicacdo celular (ABRAM et al., 2010).
Estudos mostram que especificamente, a transcricdo reversa é a principal fonte de
mutacdo do HIV-1 (Revisado por: SMYTH, DAVENPORT e MAK, 2012). O principal
motivo dessa alta taxa de mutacdo, seria a enzima transcriptase viral do HIV-1, que
apresenta uma baixa fidelidade, cometendo erros como: substituic@es, delecdes e adicdes
de bases nucleotidicas (ROBERTS, BEBENEK e KUNKEL, 1988) na taxa de 0,1 — 0,2
a cada ciclo (PRESTON, POIESZ e LOEB, 1988; Revisado por: RAMBAUT et al.,
2004). Contribui ainda para esse processo o fato da transcriptase reversa do HIV-1 néo

apresentar atividade exonucleasica, ou seja ndo possuir um mecanismo reparador .

Outro fator importante que influencia a diversidade genética do HIV-1 é a sua
alta taxa de replicacdo. Estima-se que a replicagdo do HIV-1 dure aproximadamente 2,1
dias com producéo diéria 10° novos virions (PERELSON et al., 1996). Aliado a alta taxa
de mutacdo e alta producéo viral existe ainda outro fator preponderante para a grande

diversidade genética, os eventos de recombinacdo. A recombinacdo genética no HIV-1
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acontece quando uma célula é infectada por dois virus distintos simultaneamente e a
transcriptase reversa alterna seus templates (Revisado por: RAMBAUT et al., 2004). A
recombinacdo pode acontecer entre tipos e subtipos e até mesmo entre regides do mesmo
virus (BURKE, 1997) (Figura 6). A taxa de recombinacdo do HIV-1 é uma das mais altas
entre todos 0s organismos, é estimada em aproximadamente trés eventos recombinatorios

por ciclo de replicacdo (ZHUANG et al., 2002).
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www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/breakpoints. html#CRF01

2.9 Epidemiologia molecular e diversidade genética do HIV-1 pelo mundo

Apesar da grande diversidade genética o HIV-1 pode ser dividido
filogeneticamente em grupos/tipos (grupos M (major), O (outlier), N (non-M/non-0) e
P), subtipos, sub-subtipos ou sub-clados e ainda em CRFs (Formas Recombinantes
Circulantes) ou em URFs (Unica Forma Recombinante) (Revisado por: PEETERS,
D’ARC e DELAPORTE, 2014).

Existem 35 milhdes de pessoas vivendo com o HIV no mundo (UNAIDS, 2014),
e as cepas virais pertencentes ao grupo M sdo responsaveis por 90% desta epidemia. O
grupo M é dividido em nove subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K), alguns subtipos podem

ser classificados como sub-subtipos como € o caso do subtipo F, classificado em F1 e F2
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(TRIQUES et al., 1999), ou ainda subtipo A, dividido em A, A2, A3 e A4 e ainda dentro
deste grupo podem ser encontradas mais de 60 CRFs e inimera URFs (PEETERS,
D’ARC e DELAPORTE, 2014). Os subtipos no grupo M variam entre si de acordo com
0 gene estudado, por exemplo, 0 gene gag varia 15% e o gene env 25% entre os subtipos
(ROBERTSON et al., 2000). Quanto a distribui¢do dos subtipos, nas Américas encontra-
se 0 subtipo B, 0 mosaico B/F e o subtipo C, na Europa hé circulacéo dos subtipos A, B,
C, G, na Asia encontra-se A, B, C, G e as formas recombinantes AB, BC e AE, na Oceania
h& predominéancia do subtipo B e no continente africano além do HIV-2 ha predominancia
dos subtipos A, C, D e AG (Revisado por: CASTRO-NALLAR et al., 2012) (figura 7).
O subtipo C representa 48% da infeccdo global, seguido pelo subtipo A com 12% e
subtipo B com 11%, CRF02_AG com 8%, CRF01_AE com 5%, o subtipo G com 5% e
0 subtipo D com 2%. Os demais subtipos e as CRFs e URFs sdo responsaveis por

aproximadamente 5% dos casos (HEMELAAR et al., 2011).

B A
G52 AB
B A
B C
BC AE
B ATIiC
D A
B F
C
BF :

Figura 8 - Distribuicdo global dos subtipos pertencentes ao grupo M do HIV-1 (Revisado por:
CASTRO-NALLAR et al., 2012)
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O grupo O (outlier) foi descrito por GURTLER et al., (1994) ao estudar o virus
de uma paciente camaronesa que nunca havia saido de seu pais. Cepas virais pertencentes
a este grupo se limitam ao continente africano, especialmente em Camardes ou pessoas
ligadas a este pais. O grupo N descrito em 1998 e desde entdo foram menos que 20 casos
registrados (SIMON et al., 1998), a grande maioria restrito ao continente africano. O
Grupo P foi descoberto em uma paciente oriunda de Camardes que havia se mudado para

a Franca, este grupo € restrito ao continente africano (PLANTIER et al., 2009).

2.10 Epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil

A UNAIDS (2014) estima que 1.6 milhGes de pessoas na América Latina sejam
portadores do HIV, e que 47% deste total s&o casos registrados no Brasil. Acredita-se que
o HIV foi introduzido no Brasil entre a década de 70 e inicio da década de 80, sendo o
primeiro caso notificado no ano de 1982 na cidade de Sdo Paulo-SP (BRASIL -
MINISTERIO DA SAUDE, 2011). A partir dai o HIV se espalhou por todo territério
nacional.

A vigilancia epidemiolégica no Brasil, sempre baseou seus dados na notificacdo
compulsoéria de casos de AIDS. Entretanto, apds recomendacdo de especialistas, ja esta
em vigor a notificacdo de casos de infeccdo pelo HIV (BRASIL - MINISTERIO DA
SAUDE, 2013a). Tal medida sera de grande importancia para compreenséo da infeccéo
do HIV-1 na populacéo brasileira, ja que os individuos portadores do HIV ndo entravam
nas estatisticas e assim a real situacdo do virus na populacdo ndo era completamente
revelada. Sem duvida, esta medida fornecera melhor subsidio para o direcionamento das

politicas de prevencdo, diagnostico e tratamento da doenca.

Acredita-se que aproximadamente 718 mil individuos vivam com HIV/AIDS no

Brasil, sendo a prevaléncia de infec¢do pelo HIV de 0,2% na populacéo de 15 a 49 anos
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de idade (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2013a). A epidemia brasileira é
classificada como concentrada, pois 0 nimero de casos, novos ou antigos, em qualquer
populacdo de risco é maior que 5%. (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2012a)
(BRASIL, 2011)

Estudos que visam caracterizar o HIV-1 circulante nos estados brasileiros vem
sendo realizados com frequéncia ao longo dos ultimos 20 anos. A epidemia de AIDS no
pais contém cepas virais do grupo M, com prevaléncia dos subtipos B, F1 e C e das formas
recombinantes B/F1 e B/C (figura 8) (BERMUDEZ-AZA et al., 2011; BRINDEIRO et
al., 2003). A entrada do subtipo B e F no pais remonta o inicio da década de 70 e inicio
da década de 80 (BELLO, GUIMARAES e MORGADO, 2006), tal informacao confere
com o primeiro caso notificado de paciente HIV-1 positivo, registrado ano de 1982,
levando em consideracdo o periodo de laténcia da doenca (BRASIL - MINISTERIO DA
SAUDE, 2011). Acredita-se que o subtipo B veio dos Estados Unidos da América e o
subtipo F da Africa Central (BELLO et al., 2007). O subtipo C circulante no Brasil pode
ter entrado no inicio da década de 80 e possui grande similaridade com uma cepa africana
proveniente do Burundi (BELLO et al., 2008). Ainda é mistério como uma cepa ligada a

este pais foi introduzida no Brasil, j& que os paises ndo apresentam ligagdo historica.
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Figura 9 - Subtipos prevalentes no Brasil SILVEIRA et al., 2012.

A prevaléncia de cada subtipo varia conforme a localidade geografica analisada
no Brasil. Na regido Sul do Brasil muitos trabalhos envolvendo a genotipagem do HIV-1
circulante foram realizados. MARTINEZ, et al., no ano de 2002 analisaram o gene env
de 69 pacientes identificados entre 1994 e 1997, como resultado 52 sequéncias (75%)
foram identificadas como subtipo B, 15 (22%) como subtipo C e 2 (3%) como subtipo F.
No ano de 2003, BRINDEIRO et al., num trabalho com pacientes naives, que envolveram
varios estados do Brasil, incluindo dois estados da regido Sul, Paranad e Rio Grande do
Sul, encontraram a predominancia dos subtipos B (64%), C (30%), F1 (4%) e formas
recombinantes (2%) e subtipos B (45%), C (31%), F1 (12%), CRF31a (9%), B/F1 (1,5%)
e B/D (1,5%) respectivamente. Apesar da alta prevaléncia do subtipo B nos trabalhos
anteriormente citados, trabalhos publicados mais recentemente mostram que na regiédo sul
o subtipo C é o mais prevalente (Revisado por: GRAF e PINTO, 2013). Em um estudo
realizado no municipio de Canoas, Rio Grande do Sul, observou-se uma prevaléncia
maior do subtipo C, seguida pelo CRF31_BC e pelo subtipo B e F (SIMON et al., 2010).
Ainda no Rio Grande Sul, em uma amostragem de 245 pacientes, 56% foram classificados

como C, 21% como B, 5% como F1, 10,5% como URF_BC, 0,5% como CRF31 e 6%
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como URF_BF1 (SILVEIRA et al., 2012). Em Santa Catarina, precisamente na capital
do estado, Florianopolis, 82 amostras compreendendo 0s genes int, env e parte da pol
RT/PR apontaram predominancia do subtipo C (65,8%), seguido da forma recombinante
B/C (18,3%), do subtipo B (13,5%), subtipo F1 (1,2%) e uma forma recombinante B/C/F

(1,2%) (GRAF et al., 2011).

CHL

Il > 50%

Il 20-50%

Il 5-20%
<5%

1 <5%
0% or data not available

Figura 10 - Prevaléncia do subtipo C (HIV-1) no Brasil (Revisado por: GRAF e PINTO, 2013).

Na regido centro-oeste ha predominancia do subtipo B. No estado de Goias, na
capital Goiania o subtipo B representou 82,5% das amostras analisadas seguidos dos
subtipos, F1 (6,2%), C (3,1%), B/F1 (7,2%) e de um unico mosaico F1/C/B (CARDOSO,
QUEIROZ e STEFANI, 2009). Ainda no estado de Goias COSTA et al., (2013)
analisaram as regides RT/PR de 18 pacientes gravidas portadoras do HIV-1. Como
resultado encontraram maior prevaléncia do subtipo B (66,7%) seguido do subtipo C
(16,7%), da forma recombinante B/F1 (11,1%) e um Unico registro do subtipo F1 (5,5%).

Em Palmas, Tocantins, 52 pacientes tiveram as regides PR/RT sequenciadas, como
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resultado 78,8% das amostras foram classificadas como subtipo B, 5,8% como subtipo C,
e um paciente como subtipo F1. Formas recombinantes B/F1 e C/F1 também foram
encontradas (ao todo representam 13,5%) (CARVALHO et al., 2011). No Distrito Federal
a genotipagem foi realizada com 19 amostras tendo como alvo de amplificagéo as regioes
da transcriptase reversa e protease. Foi encontrada uma predominancia do subtipo B
(89,5%) e duas amostras recombinantes B/F1 (10,5%) (CERQUEIRA et al., 2004). Em
2007 também no Distrito Federal, VERAS et al., encontraram novamente o subtipo B
(95,1%) como mais prevalente, seguido do mosaico B/F (4,9%). Em Mato Grosso, na
capital Cuiaba, 92 pacientes HIV+/AIDS tiveram parte do gene pol amplificado e
sequenciado, o resultado mostrou o predominio do subtipo B, que representou 71,7% dos
isolados, seguido dos subtipos C e F1 representaram respectivamente 5,4% e 3,3%

(FERREIRA, 2011).

Na regido nordeste também ha prevaléncia dominante ao subtipo B. Em um
trabalho realizado com 130 pacientes naives e recém diagnosticados da regido
metropolitana de Recife no estado de Pernambuco CAVALCANTI et al., (2012)
encontrou maior prevaléncia do subtipo B (56,9%), seguido de F (37,7%), C (3,1%) e B/F
(2,3%). Ainda no Recife, outro trabalho com amostras de 84 pacientes naives
MEDEIROS et al., (2006) analisaram parte da RT/PR encontrando o subtipo B em 61
(72,6%) pacientes, subtipo F em 19 (22,6%), subtipo B/F em trés (3,6%) e subtipo C em
um Unico paciente oriundo do Sul do Brasil. No estado do Ceara das 74 amostras da regido
RT/PR 63 (85,1%) foram classificadas como subtipo B, seis (8,1%) amostras
classificadas como subtipo F, quatro (5,4%) como subtipo C e uma amostra CRF_28
(ARRUDA et al., 2011). Na capital baiana, Salvador, MONTEIRO et al., (2009) também
encontraram a predominancia do subtipo B (84%), seguido do F (2,3%) e outros subtipos.

Ainda na Bahia, na cidade de Feira de Santana, 52 amostras de mulheres na faixa
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reprodutiva foram analisadas. O sequenciamento nucleotidico demonstrou 33 sequéncias
do subtipo B, quatro sequéncias do subtipo F, uma subtipo C e 14 sequéncias da forma

recombinante B/F (SANTOS et al., 2009).

Na regido Sudeste: no estado de Minas Gerais, na capital Belo Horizonte
analisando o gene env, PROIETTI et al., (1999) encontraram predominancia do subtipo
B e um virus mosaico B/F. Porém, destaca-se que este trabalho teve apenas 11 pacientes
como n amostral, nUmero considerado muito baixo para se caracterizar uma capital ou
ainda um estado. No estado de Espirito Santo em um trabalho realizado por CABRAL et
al., (2006) com 97 pacientes, foram classificadas 73 amostras como subtipo B, hove como
subtipo F, seis como C e 12 como forma recombinantes F/B. Em Sé&o Paulo, no municipio
de Santos, 33 amostras foram analisadas, 22 pertencem ao subtipo B, quatro ao subtipo
F, e dois subtipo C, além disso, cinco foram classificadas como B/F recombinantes (SA-

FILHO, DE et al., 2009).

Na regido norte poucos dados relacionados a genotipagem do HIV-1 foram
publicados, algumas informacdes sdo provenientes de dissertacdes de mestrado ou teses
de doutorado. Um dos primeiros trabalhos publicados com amostras dessa regiao foi o de
VICENTE et al., no ano de 2000. Nesta pesquisa 31 pacientes de Manaus tiveram a regido
do envelope viral sequenciadas, como resultado foram obtidas propor¢des quase iguais
dos subtipos B e F. Além disso, foram encontradas 14 formas recombinantes dos subtipos
B,C e F entre os genes p24 gag, pro, e regides do env. O estado de Amap4, precisamente
a capital Macapa foi tema da dissertacdo de MOREIRA (2007), nesta capital analisando
0 segmento pro do virus encontrou predominancia do subtipo B (93,7%) seguido do
subtipo F (6,3%). Em outra dissertacdo de mestrado, mas desta vez tendo como base a
capital do estado do Amazonas, Manaus, JACOMINI, 2007 analisando parte do gene RT

revelou a prevaléncia predominante do subtipo B (92,4%), seguido do subtipo F1 (3,8%)
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e subtipo C (3,8%), até aquele momento, o subtipo C do HIV-1 ndo tinha sido detectado
no estado do Amazonas.

Em um estudo que compreendeu pacientes dos estados do Pard e Amazonas
(85%) amostras virais do HIV-1 foram classificadas como subtipo B, seguidas pelo
subtipo F1 (4,7%) e pelas formas recombinantes B/F1 (4,7%) e C/F1 (0,8%) (MACEDO,
2010; MACEDO et al., 2012). Em uma pesquisa mais recente, ainda no estado do
Amazonas, mas com 30 doadores de sangue HIV-1 positivos atendidos na Fundacéo
Hemocentro de Manaus, encontrou-se novamente a predominancia do subtipo B e duas
amostras do subtipo C (CUNHA et al., 2012). Tal pesquisa corrobora com a detec¢édo da
circulacdo do tipo C no estado do Amazonas e ainda aponta que o tipo circulante apresenta

alta similaridade com as cepas da regido sul do Brasil.

A identificacdo do subtipo D pela primeira vez na regido norte se deu em
trabalho publicado por MACHADO et al., em 2009. Estes pesquisadores coletaram
amostras de individuos HIV positivos do Para e Amapa entre os anos de 1998 e 2002 a
fim de caracterizar o virus circulante nos estados. Como resultado, analisando parte do
gene env foi encontrado predominancia em Bélem do subtipo B, sequidode F, D e C, e
em Macapa existéncia somente do subtipo B. Analisando o gene pro a predominancia em
Belém permaneceu praticamente a mesma com exce¢do apenas do surgimento da forma
recombinante CRF02_AG, em Macapa analisando ainda pro uma cepa foi classificada
como F. Dessa maneira, seis cepas foram caracterizadas como mosaico, B*™/F", F/B,
C/B e B/D. Em sua dissertacdo de mestrado publicada em 2009 COSTA, estudou
pacientes do sexo feminino HIV positivas dos estados do Acre e Tocantins. No estado do
Acre, 11 amostras buscando informag0es de uma regido da protease foram amplificadas,
sendo todas elas caracterizadas como como subtipo B. O mesmo resultado ocorreu em

relagcdo ao segmento da transcriptase reversa.
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2.11 HIV-1em Roraima

O primeiro caso da sindrome da imunodeficiéncia adquirida diagnosticado
oficialmente em Roraima foi no ano de 1988, e deste ano até o final de 2013 foram
diagnosticados 1349 casos, sendo a maioria dos infectados residentes na capital, Boa
Vista (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2013a). Roraima apresenta dados que
chamam a atencgéo, principalmente no que tange a incidéncia dos casos de AIDS. De 2007
a 2012, dentre todos os estados da federacdo, Roraima figura entre os cinco primeiros
estados com as maiores taxas de incidéncias, sendo que de 2008 a 2010 ocupou a segunda
posicdo. Da mesma maneira, a capital Boa Vista de 2007 até 2011 também se posiciona
entre as cinco capitais com maior taxa de incidéncia (BRASIL - MINISTERIO DA

SAUDE, 2012b) (figura 10).

UF de residéncia 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
1 Rio Grande do Sul 315 33 409 409 387 39 36,9 LoAl 429 40,2 39,1 40,2
2 Santa Catoring 30,5 BS 416 anr 36,8 344 339 99 33 Bl 36 364
3 Riode Joneio 293 96 30 30 363 3833 324 07 288 i a4 s
4 Amozones 108 120 152 132 175 192 196 09 287 315 35 294
5 Romima 15,1 157 10,1 25,5 29,1 169 17,1 26,7 36,1 34,2 353 27,6
6 Mato Grosso 9.7 139 204 219 ne 209 183 n4 205 200 189 2,5
7 Ronddnia 9.9 9.9 134 136 134 143 173 77 182 174 77 14
8 Sio Poulo 284 26,2 295 281 51 247 73 195 n4 21,1 199 2046
9 Amopd Al 9.6 132 9,0 127 123 135 16,5 176 180 75 203
10 Espirito Sonto 157 173 n7 202 208 190 180 169 204 209 28 203
11 Distito Federal 00 16,1 85 79 ny 20,1 77 16,8 174 177 16,7 195
12 Pord 47 82 94 104 146 131 131 146 184 179 194 19
13 Pemnambuco 9.5 n4 15,2 140 146 179 163 167 179 169 195 188
14 Porond 174 169 25 194 72 164 16,1 169 26,4 179 173 180
15 Mato Grasso do Sul 134 139 199 na 19,0 175 184 187 23 0,1 188 176
16 Maronhdo 59 62 67 86 1,3 107 17 120 138 158 154 17
17 Gaits 123 140 149 143 14,0 133 128 129 19 140 140 146
18 Minas Gerois 96 ns 168 153 154 150 137 137 143 133 129 134
19 Ceord 74 81 88 100 14 9.8 97 138 138 131 12,1 126
20 Alogoss 53 71 8 85 74 9.0 89 12 148 n4 12 126
21 Bohio 84 67 9.4 87 9.3 9,0 9.0 10,2 12 nz 127 126
22 Seripe 64 52 66 85 8,0 85 9.4 11,2 151 1.6 132 125
23 Tocanting 4.9 57 68 68 13 6,1 79 70 9.8 nr 9.8 123
24 Rio Gronde do Norte 62 59 55 69 49 102 83 1,1 13 ns 106 e
25 Pioui 80 55 6,6 64 10,1 10,1 85 104 102 123 n3 1m0
26 Pargibo 70 70 83 80 9.0 90 86 93 9,6 9.9 10,9 104
27 Aae 45 50 13 62 88 82 52 81 81 59 .8 9.6

Figura 11 - Ranking modificado da taxa de incidéncia (por 100.000 hab.) de casos de AIDS notificados
no Sinan, declarados no SIM e registrados no Siscel/Siclom, segundo UF de residéncia por ano de
diagnostico. Brasil, 2000-2011. (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2012)
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3 JUSTIFICATIVA

Dados que fornecam informacdes mais especificas sobre a epidemia do
HIV/AIDS em Roraima ndo sdo encontrados com muita facilidade. Portanto, as
informacdes sobre a epidemia HIV/AIDS em Roraima de uma forma geral, se resumem
a basicamente dados expostos no Boletim Epidemiologico publicados pelo Ministério da

Saude.

A pouca informacgdo de certos dados epidemiologicos se complementa com
poucas/nenhumas informacbes relacionados a epidemiologia molecular do virus
circulante no estado. Apds extensa revisdo da literatura, ndo foram encontrados estudos
relacionados com a genotipagem do HIV circulante no estado de Roraima, tampouco
dados relacionados a resisténcia primaria e resisténcia secundaria. Apenas dados do
estado do Amazonas (comentado anteriormente), fronteirico a Roraima podem garantir
alguma possivel nocdo sobre caracteristicas moleculares do HIV circulante. Mesmo
assim, somente dados relacionados ao Amazonas ndo garantem uma noc¢do da real
situacdo. Deve-se levar em conta que Roraima faz fronteira com dois paises, a Guiana e
a Venezuela, e ha um intenso fluxo de pessoas entre essas nacGes. Brasileiros,
venezuelanos e guianenses desempenham varias atividades, que envolvem desde
atividades turisticas (que incluem o turismo sexual) a atividades econémicas (como o
garimpo) e atividades criminosas (como o trafico e exploracdo de mulheres). Além disso,
deixa-se claro que pacientes HIV positivos de origem venezuelana e guianense cruzam a
fronteira brasileira para usufruir de toda a estrutura que a saude publica oferece aos
cidaddos brasileiros portadores do HIV. Apo6s revisdo na literatura, ndo foram
encontrados trabalhos relacionados ao HIV-1 circulante na Guiana. Em contrapartida, a
Venezuela apresenta panoramas sobre a sua situacdo frente ao HIV. CASTRO et al., em

2003, BOUCHARD et al., em 2007 e CASTILLO et al., em 2009 encontraram
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predominancia do subtipo B e da forma recombinante B/F1. Além disso, foram
encontrados o subtipo C e a forma recombinante B/C (CASTRO et al., 2005). Entretanto,
tais estudos abrangeram populagGes que vivem ao norte e oeste do pais, enquanto que ao
sul (fronteira com o Brasil) ndo se encontraram trabalhos relacionados a genotipagem.
Roraima tem grande importancia para estudos epidemiologicos, principalmente
no que tange a vigilancia, pois o estado ¢ uma “porta” para o caribe, ja que faz fronteira
com os paises Guiana e Venezuela, no entanto ndo se sabe qual a influéncia destes paises
na epidemia da HIV-1 em Roraima. Além disso, destaca-se que Roraima ja foi porta de
entrada do virus Dengue sorotipo 4, gendtipo I, possivelmente proveniente da Venezuela.
Nesse contexto fronteirico, e pela falta de informacéo sobre o HIV circulante, dados sobre
a caracterizacdo dos subtipos circulantes do HIV-1 e de cepas virais resistentes sdo de
fundamental importancia ja que possuem implicacdo na pandemia do HIV e seu controle

por informarem sobre a biologia do virus e suscetibilidade.
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4 OBJETIVO

Caracterizar o HIV-1 circulante no estado de Roraima e fator imunogenético em

pacientes atendidos no Laboratério Central do Estado de Roraima/Laboratorio de HIV.

4.1 Objetivos Especificos

1. Identificar os subtipos do HIV-1 que circulam no estado de Roraima pelo
gene da polimerase (regido da transcriptase reversa, protease) do genoma

pré-viral do HIV-1.

2. Investigar mutacdes (resisténcia primaria e resisténcia secundaria), nos

virus de portadores de HIV/Sindrome da imunodeficiéncia adquirida.

3. Descrever a frequéncia de polimorfismos de nucleotideo unico rs333 no
gene CCR5 relacionado a resposta imune ao HIV nos pacientes

estudados.

4. ldentificar o tropismo do HIV-1 pelos correceptores de quimiocina
CCR5 e CXCRA4.



48

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Modelo de estudo

Estudo descritivo de corte transversal que se utilizou de sangue total excedente
de pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) atendidos pelo
Laboratorio Central do Estado de Roraima (LACEN/RR), que via assinatura de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) concordaram em participar da

pesquisa.

5.2 Aspectos Eticos

O estudo foi submetido a Plataforma Brasil em 18/05/2013 que por sua vez
direcionou na mesma data ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Roraima (COEP/UFRR) (CAAE: 15629013.8.0000.5302). Em 10/10/2013 o projeto foi
aceito pelo COEP/UFRR e o primeiro parecerem que ja conteve a aprovacdo do projeto
foi liberado em 29/11/2103 com o numero do parecer em sendo aprovado com o0 namero

do parecer 474.028 (Anexo 1).

5.3 Local de estudo

O estado de Roraima com &rea de 224.300,506 km? esta localizado na regido
norte do Brasil e faz fronteira com o estado do Amazonas ao sul e oeste, com o estado do

Para ao sudeste, com a Venezuela ao norte e Guiana Inglesa ao leste (Figura 7).

Na capital Boa Vista, vivem mais de 60% dos 450.479 habitantes do estado, os
demais habitantes se espalham entre os 14 municipios restantes; Alto Alegre, Amajari,
Bonfim, Canta, Caracarai, Caroebe, Iracema, Mucajai, Normandia, Pacaraima,

Rorainopolis, Sdo Jodo da Baliza, Séo Luiz e Uiramutd (IBGE, 2010).
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Em Boa Vista, encontra-se o Laboratorio Central de Roraima, entidade
responsavel e credenciada pelo Ministério da Salde para realizar gratuitamente o
diagndstico soroldgico do HIV e os exames de acompanhamento, carga viral e contagem
de linfécitos TCD4+ e TCD8+. Pacientes HIV positivos se dirigem a cada 3 meses
oriundos de todos os municipios de Roraima ao LACEN/RR para realizarem seus exames

de acompanhamento.

Figura 12 - Mapa politico do estado de Roraima

5.4 Participantes da pesquisa

Participaram do estudo individuos com sorologia positiva para o HIV, que

assinaram o TCLE, de ambos os sexos, com faixa etaria acima de 18 anos e até 65 anos,
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e que realizam exames rotineiros para o acompanhamento do progresso da infeccdo no

LACEN/RR.

5.5 Abordagem ao paciente

As coletas das amostras foram realizadas no LACEN/RR, as tercas e quintas-
feiras. Iniciada na primeira semana de Dezembro e finalizada na terceira semana de
Janeiro 2013. A abordagem para a entrevista e assinatura do TCLE aconteceu na sala de
espera do local de coleta quando o individuo, munido de seu documento de identidade se

apresenta ao técnico do LACEN/RR para a realizagdo da venopuncéo.

5.6 Coleta, armazenamento e transporte das amostras

Para a realizacdo de exames de carga viral e contagem de linfécitos T-
CD4*/CD8*, 0 LACEN/RR colhe dois tubos de 5ml de sangue (com &cido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) via puncdo venosa a vacuo. Um volume de 50ul de amostra foi
retirado pelos técnicos da instituicdo para a contagem de linfécitos T-CD4*/CD8", o
sangue total excedente, liberado entdo para o estudo, foi aliquotado em dois tubos estéreis
com quantidades iguais e identificados conforme o prontuario do paciente. Apds a
identificacdo os microtubos foram armazenados em ultrafreezer com temperatura -80°C

pertencente ao préprio LACEN/RR até a data de envio.

O envio para o Instituto Lednidas e Maria Deane, localizado na cidade de
Manaus, se deu por transporte aéreo. As amostras foram armazenadas em caixa com gelo
seco, especifica para transporte de materiais infecto contagiantes. Em Manaus, as

amostras foram novamente armazenadas em ultrafreezer com temperatura -80°C.
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5.7 InformacGes dos pacientes

Um questionério virtual foi criado no software Epinfo 7 (Dean, A. G. et al. 2011)
contendo todas as informacGes dos pacientes registradas nos questionarios fisicos

aplicados durante a entrevista.

5.8 Visdo geral dos procedimentos laboratoriais

PACIENTE

\l, Extracdo de DNA ﬂ

DNA DNA
gendmico proviral l
CCR5 ENV INT RT/PR
PCR PCR PCR PCR
Eletroforese Nested PCR Nested PCR Nested PCR
Resultado Purificacao
Imunogenética Reacdo de Sequenciamento
Purificacao
Sequenciamento
Resultado Genot.lp:ilgeTn e Re51'11tado
. Resisténcia Genotipagem,
Tropismo

Filogenia e
Resisténcia
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5.9 Extracdo do DNA proé-viral e DNA humano

A extracdo e a purificagdo do DNA pro-viral e humano a partir de sangue total
foi realizado pelo sistema automatizado QIlAcube (QIAGEN), utilizando o kit QlAamp
DNABIood (QIAGEN) de acordo com as instrucdes do fabricante. Apds extracdo
determinou-se a concentracdo do DNA (ng/ul) e pureza no espectrofotometro Biodrop

Duo (Biochrom).

5.10 Amplificacdo das regides alvo

A pesquisa visou amplificar parte do material genético do virus e parte do
material genético humano. No gene CCR5 realizou-se a amplificacdo somente pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e eletroforese para revelacdo do
fragmento esperado. Os genes pertencentes ao HIV passaram por duas etapas de
amplificagcdes (PCR e NESTED-PCR). Para melhor compreensdo separou-se por topicos

o0s procedimentos adotados para a anélise do material genético de cada espécie.

5.10.1 Amplificacdo de gene enddgeno humano

5.10.1.1 CCR5

Os iniciadores para a reacdo de PCR foram escolhidos a partir do protocolo

utilizado por FARIAS et al., (2012) conforme tabela abaixo.

Iniciadores Sequéncia Tamanho do Fragmento
CCR5 (F) 5’-GGTCTTCATTACACCTGC - 3’ CCR5/CCRS5 =137 bp
CCRS/CCR5A32=137bp +
CCRS5 (R) 5 —AGGATTCCCG;\GTAGCAGATG - 105bp
CCRS5A32/CCR5A32 =105 bp

Tabela 1 - Iniciadores para o gene CCR5 e tamanho dos fragmentos gerados.
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A concentracdo final da PCR para este gene, assumindo uma reagdo com volume

total de 25ul encontra-se na tabela a seguir:

Template 50-200 ng
Mg2+ 1,5mM
dNTPs 0,2 mM
Primers 0,4 uM

Enzima! 1U

dH.O UP g.s.p

Tabela 2 - Concentragdo final de reagentes da PCR CCRS.

As amplificacbes foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied
Biosystems) nas condicGes térmicas e temporais a seguir: 94°C por 1 minuto, 35 ciclos
de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e seguido de

extensdo final com tempo de 7 minutos a 72°C.

5.10.2 Amplificagdo do DNA pro-viral

As regides interessadas para amplificacdo via PCR e NESTED-PCR do virus,
sdo os genes: Pol - transcriptase reversa (RT) e protease (PR), 0 gene da integrase e
parte do gene do envelope (env), este Gltimo utilizado apenas para identificacdo do

tropismo viral.

! Para reacdo de PCR utilizou-se a enzima GoTag® Hot Start Polymerase (Promega — Madison, WI, USA
Cat.#M5001), tampao 5X Colorless GoTag® (Promega — Madison, WI, USA Part.#M890A) e Mg2+ 25mM
(Promega —Madison, WI, USA Part.#A351B)
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5.10.2.1 Genes Pol - Transcriptase Reversa e Protease.
A amplificacdo do gene Pol composto em parte pelo gene da transcriptase
reversa e protease foi realizada em duas partes. Os iniciadores utilizados nesta pesquisa

(tabela 3) foram retirados de (BELLO et al., 2008) e de (AULICINO et al., 2006).

Posicdo em

Regido Iniciadores Sequéncia HXB22 Fragmento
1 G17 5’-AAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGA-3*  2017-2040
PR/ r3d MMRT6 5-TTTTACATCATTAGTGTGGG-3’ 3628-3647 1030
RT > MMRTI10 5’- CAGGCTAATTTTTTAGGGAA -3° 2077-2096
rd MMRT5 5’- TAAATTTGATATGTCCATTG -3’ 3555-3574 191

Tabela 3 - Iniciadores dos genes da PR/RT do HIV-1.

As amplificacbes foram realizadas no termociclador Veriti® (Applied
Biosystems) nas condicdes térmicas e temporais a seguir: a) PCR - 94°C por 3 minutos,
35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 43°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos, seguido
de extensdo final com tempo de 10 minutos a 72°C; b) NESTED PCR - 94°C por 3
minutos, 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 43°C por 45 segundos e 72°C por 2
minutos, seguido de extensdo final com tempo de 10 minutos a 72°C. A concentracdo
final da PCR e da NESTED PCR para uma reacdo com volume total de 25ul encontra-
se na tabela abaixo. Destaca-se que para a segunda amplificacdo utilizou-se 2ul do

produto da PCR como template.

2 GenBank, acession number: K03455
3rd - Round
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Template 50-200 ng
Mg2+ 1,5mM
dNTPS 0,2 mM
Primers 0,2 UM
Enzima* 1U
dH.O UP g.s.p

Tabela 4 - Concentracdo final dos reagentes da PCR e NESTED PCR HIV-1 RT/PR.

5.10.2.2 Gene da Integrase

Para a regido da integrase do HIV foram utilizados os mesmos iniciadores do

trabalho de Gréf et al., (2011) descritos na tabela abaixo:

Regido  Iniciadores Sequéncia PosHi;,‘(éEc;Zem Fraginn;n to
1 MMRTY 5’-CATGGGTACCAGCACA-3 4150-4165
rd MMINT? 5-TCTCCTGTWTGCARMCCCCAATATGTTGT-3  5239-5267 H
T o MMRT2 5’-ATTGGAGGAAATGAACAAGTAGA-3’ 4173-4195
rd MMINT6 5’-GGGATGTGTACTTCTGAACTT-3’ 5193-5213 1040

Tabela 5 - Iniciadores do gene da Integrase HIV-1.

As amplificacdes, tanto a primeira como a segunda (NESTED PCR), foram
realizadas no termociclador Veriti® (Applied Biosystems) nas condi¢cdes térmicas e
temporais a seguir: a) PCR - 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos,
46°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e seguido de extensdo final com tempo de
10 minutos a 72°C; b) NESTED PCR - 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45

segundos, 46°C por 45 segundos e 72°C por 2 minutos e seguido de extensao final com

4 Para reacio de PCR utilizou-se a enzima GoTaq® Hot Start Polymerase %(Promega — Madison, W1, USA
Cat.#M5001), tamp&o 5X Colorless GoTag® (Promega — *Madison, WI, USA Part.#M890A) e Mg2+ 25mM (Promega
—*Madison, WI, USA Part.#A351B)
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tempo de 10 minutos a 72°C. Foram utilizados 2ul do produto amplificado na PCR como
template para a NESTED PCR. A concentragdo final utilizada tanto na PCR como para

a NESTED PCR assumindo um volume total de 25ul encontra-se na tabela a seguir:

Template 50-200 ng
Mg2+ 2,0 mM
dNTPS 0,2 mM
Primers 0,2 uM
Enzima® 1U
dH20 UP q.s.p

Tabela 6 - Concentracao final dos reagentes da PCR e NESTED PCR Integrase.

5.10.2.3 Gene do Envelope viral

A regido do envelope do HIV que determina o tropismo pelos receptores CCR5

ou CXCR4 serd amplificada pelos iniciadores utilizados por DELWART et al., (1995).

Iniciadores Sequéncia Posicdo Tam.
em HXB2 Fragmento
(EUE,[);) 5’ — ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG-3’ 6556/ 6281
1236
(Eﬂ)éf) 5’ —AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG -3> 7822/ 7792
(IIEr::r)]?é:rL) 5’ - CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG-3’ 6816/ 6844
ED33 564
(inner) 5’ - TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC -3’ 7359/ 7380

Tabela 7 - Iniciadores do Envelope Viral.

5 Para reacéo de PCR utilizou-se a enzima GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega — Madison, WI, USA
Cat.#M5001), tamp&o 5X Colorless GoTag® (Promega — *Madison, WI, USA Part.#M890A) e Mg2+ 25mM (Promega
—Madison, WI, USA Part.#A351B)
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As amplificacdes, tanto a “outer” como a “inner”, foram realizadas no
termociclador Veriti® (Applied Biosystems) nas condi¢fes térmicas a seguir: a) PCR -
94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 52°C por 30 segundos e 72°C por
2 minutos e seguido de extensdo final com tempo de 10 minutos a 72°C; b) NESTED
PCR - 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos, 52°C por 45 segundos e
72°C por 2 minutos e seguido de extensao final por10 minutos a 72°C.

Foram utilizados 2l do produto amplificado na PCR “outter” como template

para a PCR “inner, a concentracdo final utilizado tanto na PCR como na NESTED PCR

para uma reacdo com volume total de 25pl, encontra-se na tabela abaixo:

Template 50-200 ng
Mg2+ 1,5mM
dNTPS 0,2 mM
Primers 0,2 mM
Enzima 1U

dH.O UP q.s.p

Tabela 8 - Concentracao final dos reagentes da PCR e NESTED PCR Envelope.

5.11 Confirmacao da amplificacéo

Para cada amostra, 5ul do produto amplificado foi adicionado a 1pl de tampéo
de carregamento de amostra submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%

preparado em Gel Red™ em tampao TAE 1X, com tensdo de 100V por 1 hora.
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5.12 Purificacao dos produtos oriundos da NESTED-PCR

Utilizou-se o protocolo de purificacdo por Polietilenoglicol 8.000 a 20% (PEG
— Promega — Madison, WI, USA - Cat. V3011) (Humphreys, Willshaw, & Anderson,

1975 com modificagdes) para purificar as produtos oriundos da NESTED-PCR.

Neste protocolo seguiram-se as seguintes etapas: 1) Em um microtubo de 1,5mL,
na razdo de 1/1, foi adicionado o produto da NESTED- PCR e PEG (20%). 2) Agitou-se
a solucdo levemente e levou-se a incubacdo a 37°C por 15 minutos. 3) Centrifugou-se a
2500 CRF por 15 minutos a temperatura ambiente, sendo o sobrenadante descartado
prontamente. 4) Adicionou-se 125ul de etanol 80% gelado e em seguida uma nova
centrifugacdo a 1450 CRF por 2 minutos. 5) Novamente o sobrenadante foi descartado.
6) Para a remocao de residuos de etanol colocou-se o microtubo com a tampa aberta no
concentrador de DNA a vacuo Mivac (Genevc SP Scientific) sob temperatura de 37°C

por 15 minutos. 7) Por Gltimo, adicionou-se 20ul de agua livre de nuclease.

Apbs o processo de purificagcdo para melhor eluicdo do DNA, o produto
purificado foi deixado por um periodo de duas horas a temperatura de 4°C para posterior
quantificagdo no espectrofotdmetro Biodrop Duo (Biochrom) e reacdo de

sequenciamento.

5.13 Reagdo de sequenciamento (Sanger), purificacdo e sequenciamento

O sequenciamento por Sanger contemplou apenas os genes ligados ao HIV-1.
Dessa maneira, 0s iniciadores utilizados neste procedimento foram oriundos do round 2
(NESTED PCR) das amplificacdes.

As reagdes de sequenciamento foram realizadas no sentido senso e anti-senso,
utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, cat:

4337455) contendo: 0,33uM de cada iniciador; 1x de Tampao 5x “Save Money”; 0,3uL
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de BigDye; quantidade de amplicon determinada de acordo com o tamanho do fragmento
gerado nas amplificacOes (tabela 9) e &gua livre de nucleases para completar o volume de
10uL. Microplacas especificas de 96 pocos foram utilizadas para este fim. As reagdes
aconteceram no termociclador Veriti® (Applied Biosystems) nas condigdes térmicas e
temporais a seguir: 96°C por 1 minuto, 20 ciclos de 96°C por 10 segundos, 55°C por 15
segundos e 60°C por 2 minutos. Em seguida, 10 ciclos de 96°C por 2 minuto, 55°C por

15 segundos e 3 minutos a 62°C.

Tamanho do ~
Concentracdao de DNA
fragmento gerado (pb)
100-200 1-3ng
200-500 3-10ng
500-1000 5-20ng
1000-2000 10-40ng
> 2000 20-50ng

Tabela 9 - Tamanho do fragmento gerado vs concentracio de DNA.

Apobs o término da reacdo de sequenciamento foram realizadas as etapas de
purificacdo dos produtos seguindo o protocolo de purificacdo EtOH/EDTA/Acetato de
Sédio (Applied Biosystems). Basicamente, este protocolo inicia-se com preparacéo de
solucdo contento EDTA 125mM, acetato de sédio 3M (pH 5,2) na mesma proporcao.
Ap0s o preparo, 2L desta solucéo e 25 pL de EtOH 100% foram pipetados em cada um
dos pocos. A placa foi incubada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz para
posteriormente ser centrifugada a 3.000 RCF por 45 minutos. O sobrenadante foi
descartado e em seguida se adicionou 35uL de EtOH a 70% em cada um dos pogos,
acompanhando de uma nova centrifugacdo por 15 minutos, a 4°C e 1.650 RCF.
Novamente o sobrenadante foi descartado e a placa aquecida a 52°C por 15 minutos.

Antes de sequenciar o produto da reacdo de sequenciamento foi ressuspendido com 10
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pL de formamida Hi-Di e a placa aquecida a 95°C por 1 minuto. O sequenciamento foi
realizado no sequenciador automético ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
instalado na plataforma de genémica do Instituto Lebnidas e Maria Deane - Fiocruz

Amazo0nia.
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5.14 Visao geral das atividades realizadas envolvendo bioinformatica.

Anélise manual da
qualidade das amostras

ENVELOPE

\ 4

Predicao do
tropismo viral

Eletroferogramas
Software
Geneious (Versio 6.0.6) \ —
Montagem do consenso
! !
INTEGRASE RT/PR
\ 4 l’
Genotipagem Resisténcia Analises
do HIV-1 aos ARV’s Filogenéticas
REGA HIV-1 & 2 Método de maxima
Automated Subtyping verossimilhanca
Tool (Versdo 2.0)
A 4
HIVdb Program

Genotypic Resistance
Interpretation Algorithm

A 4

Geno2pheno[coreceptor]
(Versao2.5)

Bootscan analysis
In REGA

(Versao 7.0 )

Resultado

5.15 Analise manual dos eletroferogramas e montagem da sequéncia consenso

A edicdo dos eletroferogramas visa eliminar possiveis erros ocorridos no

sequenciamento, para isso foi utilizado o software Geneious (v.6.0.6 criado por

Biomatters).
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Para montagem dos contigs os eletroferogramas foram alinhados com a
sequéncia referéncia HXB2 (GenBank numero de acesso: K03455) utilizando a
ferramenta map to reference usando algoritmo de mapeamento do Geneious com ajuste
de alta sensibilidade e interacdo de até 25 vezes. Foram removidos dos eletroferogramas
regides nas extremidades 5’e 3° das sequéncias com até 5% de chance de erro (trimmed).

Apo6s montagem dos contigs a sequéncia consenso foi extraida.

5.16 Ferramentas para a genotipagem do HIV-1

A identificacdo dos subtipos circulantes foi realizada utilizando o REGA HIV-1
& 2 Automated Subtyping Tool (Version 2.0) ferramenta que utiliza tanto os métodos
filogenéticos como os de bootscaning e que analisa 0s genes genes gag, pol e env
(Oliveira et al. 2005). Foram consideradas sequéncias que apresentavam suporte de 70%,
abaixo desse valor as sequéncias foram analisadas no bootscaning do proprio REGA com

uma janela de 400pb e um passo de 50 pb.

5.17 Analises filogenéticas

A reconstrucdo filogenética foi realizada pelo método de maéaxima
verossimilhanga com o programa PhyML (GUINDON et al., 2010), no servidor ATGC
da rede de plataformas de bioinformatica francesas http://atgc.lirmm.fr/phyml/.

O alinhamento com 156 taxas e 1428 posi¢coes em formato PHYLIP, foi
submetido ao servidor, sendo escolhido o método de substituicdo de nucleotideos
GTR+I+G de acordo com o resultado no software JModelTest JModelTest 2.1.6
v20140903 (DARRIBA et al., 2012) com anélise de 5 esquemas de substitui¢do e 40
modelos testados. A escolha do melhor modelo foi realizado pelo teste de AIC (Akaike

Information Criterion). A topologia da arvore foi aferida pelo método de NNI (Nearest
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neighbor interchange) e a probabilidade de existéncia de cada ramo foi verificada pelo

método aLRT (approximate likelihood ratio test).

5.18 Analise do tropismo viral

O teste de predicdo do tropismo foi realizado pelo programa
geno2pheno[coreceptor] avaliando a regido V3 do envelope do HIV. Dados clinicos dos
pacientes que incluiram carga viral, %CD4, contagem de CD8 e contagem de CD4, foram
necessarios para aumentar a confiabilidade da predicdo. Tais dados foram obtidos juntos

ao LACEN/RR.
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6 RESULTADOS

6.1 InformacGes sobre a populagao

Foram coletadas um total de 121 amostras, destas 95 sdo de pacientes cronicos
infectados pelo HIV, e 26 se encaixam em pacientes recém diagnosticados e/ou naives
(virgens de tratamento). A faixa etaria variou entre 20 a 61 anos, sendo a mediana de 38
anos de idade. Quanto ao sexo, a maioria dos pacientes pertence ao sexo masculino

(58,68%) (Tabela 10).

Dados N (%)
Paciente
Cronico 95 (78,51%)
Naive 9 (7,44%)
Recém diagnosticado 17 (14,04%)
Total de pacientes 121
Sexo
Masculino 71 (58,68%)
Femino 50 (41,32%)

Pais residente

Brasil 116 (95,85%)
Venezuela 4 (3,30%)
Guiana Inglesa 1 (0,85%)

Opcao sexual

Heterossexuais 89 (73,55%)
Homossexuais 23 (19,00%)
Bissexuais 9 (7,45%)

Tabela 10 - Dados gerais dos pacientes coletados.

Quanto a opgdo sexual, a maioria dos pacientes se declaram heterossexuais
(73,55%), seguidos daqueles que se declararam homossexuais (19,00%) e daqueles que

se declararam bissexuais (7,45%).
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O ano de diagnostico declarado pelos pacientes teve média o ano de 2008, e
abrange amplitude minima de 1992 e amplitude maxima o ano da coleta, 2013.

Dos 116 pacientes que residem no Brasil, trés residem no estado do Amazonas,
e um no estado do Para, os 112 restantes residem em Roraima. Dos 14 municipios que
abrangem Roraima, em 12 os pacientes declaram residéncia (tabela 11). Apesar de agora
residirem no Brasil, nove pacientes brasileiros declararam que nos ultimos 20 anos

moraram em outros pal'ses.

Municipio Pacientes
Alto Alegre 2
Bonfim 3
Boa Vista 92
Cantd 4
Caracarai 2
Mucajai 1
Pacaraima 1
Rorainopdlis 3
Sdo Luis do Anaud 3
Vila Iracema 1

Tabela 11 - Municipios dos pacientes residentes em Roraima.

Quanto ao tipo de exposicdo que podem ter levado os mesmos a serem infectados
pelo HIV, 102/121 declararam que podem ter contraido o HIV em relacGes sexuais, quatro
declararam que a transfusdo de sangue foi a responsavel, um destes é de origem
venezuelana. Dois pacientes declararam ter sido infectados por usarem seringas
contaminadas (usuario de drogas injetaveis), seis declararam acidente com material

perfuro cortante contaminado e sete ndo souberam informar.
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6.2 Amplificacdo do gene CCR5

Das 121 amostras apenas uma néo pode ser amplificada. A amplificacdo do gene
CCR5 gerou fragmentos de 137pb (CCR5/CCR5) e dois fragmentos um de 137pb e outro

de 105pb (CCR5/CCR5A32) (Figura 13).

CCR5/A32
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Figura 13 - Resultado de eletroforese do gene CCR5

Como resultado obteve-se prevaléncia de 90,83% para CCR5/CCRS5, 9,17% para

0 CCRS/CCRS5A32 e para o homozigoto recessivo a prevaléncia foi nula.

Perfil Genético Frequéncia
Genoétipo Paciente (n = 120)
CCR5/CCR5 109 (90,83%)
CCR5/CCR5A32 11 (9,17%)
CCR5A32/CCR5A32 0

Frequéncia Genotipica

CCR5/CCR5 0,910
CCR5/CCR5A32 0,090
CCR5A32/CCR5A32 0

Frequéncia Alélica
CCR5 0,954
CCR5A32 0,046
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Tabela 12 - Ocorréncia de genétipos, frequéncia genotipica e frequéncia alélica do gene CCR5.

6.3 Amplificagdo e sequenciamento do gene Pol, regido RT/PR

As reacdes de amplificacdo dos genes da Pol RT/PR foram realizadas em duas
etapas. Na primeira PCR o fragmento esperado era de aproximadamente 1700pb. Das 121
amostras, 91 amplificaram (76,0%). Relatou-se que nesta primeira reacdo muitos

fragmentos inespecificos de revelacdo fraca sdo gerados (figura 14).

_Ladder
100pb

Figura 14 - Resultado de eletroforese da PCR de parte do gene Pol.

Na NESTED-PCR (segunda etapa) 81/91 (88%) amostras amplificaram gerando

cada uma um fragmento de aproximadamente 1500pb (figura 15).

il

Ladder
100pb

Figura 15 - Resultado de eletroforese da NESTED PCR RT/PR.
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Ap0s os processos de purificacdo, reacdo de sequenciamento e nova purificacdo
as 81 amostras amplificadas na NESTED-PCR foram sequenciadas. Ao analisar
manualmente a qualidade dos eletroferogramas de cada amostra, 29/81 foram
descartadas, restando 52/81 (64,1%) amostras para genotipagem, analise filogenética e

resisténcia viral.

6.4 Amplificacdo e sequenciamento do gene da Integrase

As reacbes de amplificagdo de parte do gene Integrase também foram realizadas
em duas etapas. Na primeira PCR o fragmento esperado era de aproximadamente 1712pb.
Das 121 amostras, 116 amplificaram (96,0%) nesta primeira etapa. Relatou-se também
que nesta primeira reacdo muitos fragmentos inespecificos de revelacgdo fraca sdo gerados

(figura 16).

Figura 16 - Resultado de eletroforese da PCR de parte do gene da Integrase.

Na NESTED-PCR (segunda etapa) 80/116 (70%) amostras amplificaram

gerando cada uma um fragmento de aproximadamente 1080pb (figura 17).
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Ladder
100pb

Figura 17 - Resultado de eletroforese da NESTED PCR de parte do gene Integrase.

Apds os processos de purificacdo, reacdo de sequenciamento e nova purificacédo
as 80 amostras amplificadas na NESTED-PCR foram sequenciadas. Ao analisar
manualmente a qualidade dos eletroferogramas de cada amostra, 18/80 foram
descartadas, restando 62/80 (65,4%) amostras para genotipagem, analise filogenética e

resisténcia viral.

6.5 Amplificacdo e sequenciamento do gene do Envelope

Assim como as demais, as reacdes de amplificacdo de parte do gene do Envelope
foram realizadas em duas etapas. Na primeira PCR (figura 18) o fragmento esperado era
de aproximadamente 1236pb. Das 121 amostras, 116 amplificaram (96,0%) nesta

primeira etapa.
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Figura 18 - Resultado de eletroforese da PCR de parte do gene do Envelope.

Na NESTED-PCR (segunda etapa) 83/116 (71,5%) amostras amplificaram

gerando cada uma um fragmento de aproximadamente 564pb (figura 19)

Ladder
100pb

Figura 19 - Resultado de eletroforese da NESTED PCR de parte do gene do Envelope.

Ap0s os processos de purificacdo, reacdo de sequenciamento e nova purificacdo
as 83 amostras amplificadas na NESTED-PCR foram sequenciadas. Ao analisar
manualmente a qualidade dos eletroferogramas de cada amostra, 20/48 (41,6%) amostras

foram selecionadas para a predigdo do tropismo.
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6.6 Diversidade genética do HIV-1 em Roraima

Utilizando o0 REGA HIV-1 & 2 Automated Subtyping Tool (Version 2.0),
constatamos que das 52 amostras do gene Pol (RT/PR), 42 foram classificadas como
sendo do subtipo B. Estas amostras foram selecionadas como “puros” B para
posteriormente serem utilizadas na reconstrucéo filogenética. Dez amostras se mostraram
possiveis recombinagfes, ap6s anélise de bootscaning, quatro dessas amostras foram

classificadas como B e seis foram classificadas como virus mosaico B/D (figura 20 — a).

Quanto a regido da integrase analisada, das 62 amostras analisadas, 56 foram
classificadas como subtipo B, duas como subtipo F1, duas como virus mosaico B/F, uma

como forma recombinante B/D e uma como forma recombinante B/C.

3,2%_ 3.2% ~1,6%

1,6% B
mB/D
mB

mB/F

11,5%

B/D
F1

B/C

Figura 20 - A) Prevaléncia do subtipo B em pacientes HIV positivos do estado de Roraima (gene Pol (RT/PR). B)
Prevaléncia do subtipo B em pacientes HIV positivos do estado de Roraima (gene INT)

6.7 Filogenia do HIV-1 em Roraima

A reconstrucdo filogenética da regido PR/RT das 42 amostras com gendtipo B
“puro”, pelo método de maxima verossimilhanga, mostrou que as mesmas se agrupam em
17 clados diferentes. Um grande clado (azul claro) formado por amostras uruguaias,
equatorianas, paraguaias, brasileiras, argentinas, venezuelanas e peruanas inclui as

amostras MADM58; JIMNG69 e ELA103, as duas primeiras se agrupam isoladas em um
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sub-clado isolado, enquanto que a ultima é agrupada em um outro sub-clado com
amostras da Venezuela (2009) e um amostra brasileira (2012) (figura 20, figura 21 e
figura 22).

As amostras VADS16; RMDS15; MFBG21 agrupam-se em um grande clado
(verde) que contém amostras do Perd (2007), Venezuela (2004 e 2006), Brasil (2001,
2005, 2008), Argentina (2001 e 2005) e Suriname (2000). Dentro deste grande caldo é
possivel observar a formacao de um sub-clado contendo as amostras ION94; JDOG35;
LOBM36; FGM31; WSDA407; JCDA80; CTA22; MFO62 e JR418, juntamente a um

amostra da Guiana (2000).

As amostras RP403 e FMS425 (laranja) formam um sub-clado dentro de um clado
maior contendo amostras do Uruguai (2002); Argentina (2004 e 2005); Venezuela (2009
e 2011) e brasileiras (1997, 1998 e 2011). Outra amostra deste estudo FRD419 forma um

sub-clado com uma amostra da Argentina (2005) e Venezuela (2009).

Um outro grande clado (amarelo) formado por amostras da Argentina (2001 e
2007); Venezuela (2006, 2007 e 2009); Colombia (2001) e Brasil (1999, 2005, 2006 e
2008) agrupa as amostras ICAF18; PWDS63; CDSF64 e KAL411. A amostra RFDS66

forma um pequeno clado com uma amostra do Per( (2007) e Venezuela (2011).

As amostras RLT78; FSDC52 e ECV106 se agrupam em um clado (cinza) com
amostras do Paraguai (2002), Argentina (2001 e 2004) e Brasil (1998 e 2010). As
amostras MADS7; VFDB50; NADS404; SA79; MRDS37 formam um pequeno clado

(azul) com uma amostra brasileira (2006).

As amostras FJF32 e OSDMS86 (rosa) formam um clado do Equador (1989),
Argentina (2007), Venezuela (2011) e Brasil (1992, 1998, 2006, 2008 e 2009). Um
pequeno clado (salmédo) agrupa as amostras OVM76 e HODAS89, juntamente a uma

amostra brasileira (2004).
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As amostras ES73; ERP41; MRDS409, ACVF423 e JNDS107 formam um clado

(cinza claro) unico com outras duas amostras brasileiras (2006 e 2012). Por fim a amostra

VD71 é encontrada em um clado (roxo) com amostras brasileiras (2005 e 2010).
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Figura 21 - Reconstrucdo Filogenética da regido PR/RT. Amostras deste estudo em vermelho;

amostras de referéncia nomeadas pelo pais, ano de obtencao, cédigo da amostra e namero de
acesso. Valores dos nos correspondem ao suporte aLRT
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Figura 22 - Reconstrucao Filogenética da regidao PR/RT. Amostras deste estudo em vermelho; amostras de referéncia nomeadas pelo pais, ano de obtencao, cédigo da
amostra e numero de acesso. Valores nos nds correspondem ao suporte aLRT. A) Fragmento da reconstrucao filogenética da regido RT/PR em pacientes HIV positivos
de Roraima. B) Localiza¢do do fragmento.
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Figura 23 - Reconstrucdo Filogenética da regido PR/RT. Amostras deste estudo em vermelho; amostras de referéncia nomeadas pelo pais, ano de obtencéo, cédigo da
amostra e niimero de acesso. Valores nos nés correspondem ao suporte aLRT. A) Localizacdo do fragmento.
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6.8 Resisténcia aos antirretrovirais

A resisténcia aos medicamentos antirretrovirais INNTR’s, INTR’s e IP’s
encontrada nos pacientes HIV-1 positivos em Roraima foi de 32,7% (17/52). Dos 52
pacientes analisados para regido da PR/RT, 13 eram naives, recém diagnosticados ou
cronicos. Entre os naives, apenas um (7,69%) paciente apresentou uma mutacdo de

resisténcia e aos inibidores da protease.

Daqueles pacientes que faziam uso de medicamento, 16 (30,7%) apresentaram
algum tipo de mutacdo. A prevaléncia de mutagdes aos NRTI’s foi de 25% (13/52), 23,1%
(12/52) aos NNRTT’s e 5,8% (3/52) PI’s.

Dos 17 pacientes, dois (11,7%) apresentaram algum tipo de mutacdo de
resisténcia somente aos INTR’s, trés pacientes (17,6%) somente aos INNTR’s e somente
um paciente (5,8%) aos PI’s. Nenhum paciente apresentou mutagdes de resisténcia as trés
classes de medicamentos, assim como nenhum paciente apresentou mutagdes comuns aos
INNTR’s e PI’s. Entretanto, nove pacientes apresentaram mutacdes de resisténcia tanto

aos INRT’s quanto aos INNTR’s e dois pacientes INTR’s e PI’s (tabela 13).

As resisténcias mais frequentes aos INTR’s foram respectivamente: M184V
(35,48%), T69N (12,90%), D67N e K219Q (ambas com 9,68%), T69D (6,45%) e por
ultimo MD41L, L210W, T215Y, T215F e K219R (cada 3,23%). Mdltiplas mutagdes
resisténcias aos NRTI’s foram encontradas em cinco pacientes, sendo que quatro
pacientes apresentaram mais que trés mutac6es. Quanto ao perfil dessas resisténcias, 11
pacientes apresentaram alta resisténcia, contendo pelo menos duas mutacbes de
resisténcias observadas. Quatro pacientes apresentaram resisténcia intermediaria e 11

apresentaram baixa resisténcia.

Dois pacientes, com dois possiveis subtipos recombinantes, um residente no

Brasil e outro na Guiana Inglesa apresentaram mutagfes em todos os perfis de resisténcia.
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O paciente DJSG100 de origem guianense apresenta subtipo recombinante e cinco
mutacgdes que conferem alto grau de resisténcia ao Lamivudina (3TC), Zidovudina (AZT)
e Emtricitabina (FTC), médio grau de resisténcia ao Abacavir (ABC), Estavudina (D4T)
e Didanosina (DDI) e baixo grau de resisténcia ao Tenofovir (TDF).

Além disso, 0 mesmo ainda possui resisténcia em alto perfil ao Efavirenz (EFV),
Nevirapina (NVP) e a Rilpivirina (RPV) e ainda baixo perfil ao Etravirina (ETR), estes
medicamentos relacionados aos INNTR’s. O paciente MG29, de origem brasileira
também com uma possivel cepa recombinante, apresentou mutacdes que definiram
resisténcia em todos os perfis de resisténcia relacionados aos INTR’s. Assim como o
outro paciente que possui cepa recombinante, MG29 apresenta mutacdes de resisténcias

de alto perfil aos PI’s.

As mutacbes de resisténcias mais frequentes aos INNTR’s foram
respectivamente: K103N (39,13%), T69N (12,90%), V108l (13,04%), G190A (8,70%),
e com 4,35% cada - V90I, E138A, V179D, G190R, K101H, P225H e K238T. Mdltiplas
mutagdes de resisténcias aos INTR’s foram encontradas em seis pacientes, sendo que dois
pacientes apresentaram mais que duas mutacdes. Quanto ao perfil dessas resisténcias, dez
pacientes apresentaram alta resisténcia aos ARV’s desta classe, um paciente apresentou
resisténcia intermedidria e seis apresentaram baixa resisténcia. O Unico paciente naive,
KALA411, apresentou uma Unica mutacdo G190A que conferiu um alto perfil a Nevirapina
(NVP), um perfil intermediario ao Efavirenz (EFV) e um baixo perfil a Rilpivirina (RPV)
e Etravirina (ETR).

As mutacdes de resisténcias mais frequentes aos PI’s foram respectivamente:
V82A (28,5%), sequido de M46l, 154V, L90M, V321 E Q58E cada uma com 14,29%

(tabela 14).
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Multiplas mutagdes de resisténcias aos INTR’s foram encontradas em seis
pacientes, sendo que dois pacientes apresentaram mais que duas mutagdes. Quanto ao
perfil dessas resisténcias, dez pacientes apresentaram alta resisténcia aos ARV’s desta
classe, um paciente apresentou resisténcia intermediéria e seis apresentaram baixa
resisténcia. O Unico paciente naive, KAL411, apresentou uma Unica mutagdo G190A que
conferiu um alto perfil a Nevirapina (NVP), um perfil intermediario ao Efavirenz (EFV)

e um baixo perfil a Rilpivirina (RPV) e Etravirina (ETR).
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RT/PR
Mutacdes INTR Mutacdes INNTR
DRM Perfil Perfil Perfil DRM Perfil Perfil . .
ID Sub INTR Alto Int. Baixo INNTR Alto Int. Perfil Baixo
D67N, T69N, K70R, 3TC, AZT, FTC ABC, TDF EFV, NVP, ETR
DJSG100 B/D M184V, K219Q DATM. DDI V90l, K103N, Y188L RPV
MRDS37 B T69N DDI
MD41L, M184V, 3TC, ABC, AZT, DAT, TDF EFV, NVP,
Vbl B L210W, T215Y DDI, FTC K103N, Y188L RPV ETR
VFDB 50 B M184V 3TC, FTC ABC, DDI K103N EFV, NVP
CDSF 64 B M184V 3TC, FTC ABC, FTC V179D EFV, ER-:;I?/ NVP,
ECV 106 B M184V 3TC, FTC ABC, DDI K103N, V108l EFV, NVP
FGM 31 B T69N DDI
ION 94 B D67N, T69D, K70R, 3TC, ABC, AZT, TDF K101H, K103N, EFV, NVP ETR, RPV
M184V, T215F, K219Q DAT,DDI, FTC G190A
JDOG35 B T69N, M184V, K219R 3TC, FTC ABC, DDI K103N, P225H EFV, NVP
LRD88 B M184V 3TC, FTC ABC, DDI K103N EFV, NVP
MG29 B/D D67N, T69D, K70R, 3TC, DDI, FTC ABDC4’TA|:/Z|T' TDF
M184V, K219Q
OVM76 B M184V 3TC, FTC, ABC, DDI K103N, V1081, K238T EFV, NVP
RFDS66 B M184V 3TC, FTC, ABC, DDI
FSDC99 E138A ETR, RPV
SAT79 B
FSDC 52 B K103N, G190R EFV, NVP
KALL 411* B G190A NVP EFV ETR, RPV

ID: identidade; Sub: Subtipo; DRM: Drug Resistence Mutation; INTR: Inibidor nucleosidico da transcriptase reversa; INNTR: Inibidor ndo nucleosidico da transcriptase reversa Perfil Int.: Perfil Intermediario  3TC:
Lamivudina; AZT: Zidovudina; FTC: Emtricitabina; ABC: Abacavir; D4T: Estavudina; DDI: Didanosina; TDF: Tenofovir; EFV: Efavirenz; NVP: Nevirapina; RPV: Rilpivirina; ETR: Etravirina
*Paciente:Naive

Tabela 13 - Mutagdes de resisténcia encontradas na regido da RT/PR.
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Parte do gene da Integrase também foi analisada quanto a resisténcia. Das 62
amostras analisadas nenhuma apresentou mutagdes maiores de resisténcias, apenas foram

encontradas mutagdes acessorias (11/62).

Protease
Mutagoes IP
SUBTIPO . Perfil . .
ID RT/PR DRM PI Perfil Alto Intermedirio Perfil Baixo
ATV,
M46l, 154V, FPVIr,
MG29 B/F1 V82A, IDVIr, TPVIr
L90M LPV/r, NFV,
SQVIr
ATV/r, FPVIr,
RFDS66 B V32l, V82A IDV/r, LPVIr, DRV/r, SQVI/r
NFV,
SA79 B Q58E TPVIr

ID: identidade; Sub: Subtipo; DRM: Drug Resistence Mutation; IP: Inibidor da protease; ATV/R: Atazanavir/r; DRV/r: Darunavir/r;
FPV/r: Fosamprenavir/r; IDV/r: Indinavir/r; LPV/r: Lopinavir/r; NFV:Nelfinavir; SQV/r: Saquinavir/r TPV/r: Tipranavir/r.

Tabela 14 - Mutag0es de resisténcia aos inibidores da protease.

6.9 Predicdo do tropismo viral

A predicdo do tropismo viral do HIV-1 requer uma série de dados dos pacientes
para que o resultado seja o mais confiavel possivel. Dados clinicos dos pacientes que
incluiram carga viral, % CD4, contagem de CD8 e contagem de CD4, foram utilizados
para aumentar a confiabilidade da predicéo.

Destaca-se que em caso de predi¢bes diferentes entre os modelos clinicos e
clonais, adotou-se o que preconiza o software on lin para as duas situacfes: (1) Se o
paciente utiliza medicamento antirretroviral o modelo clonal foi adotado e (2) caso o

paciente seja naive utilizou-se 0 modelo clinico (figura 20).
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Model Prediction FPR Remarks
Clonal 90.9%
Clinical 99.1%
Model Prediction FPR  Remarks
Clonal 9.6%
Clinical 96.1%

Model Prediction FPR Remarks
Clonal - I RCREOEIONEANNENSSON © =  The 11125 rule woud predict

this sequence as an X4-virus.

Figura 24 — Exemplo de resultado da predicao viral para virus R5 e virus R4.

FPR FPR

ID clonal Clinico Classificacdo viral
ADS53 28,1 52,10% X5 virus
ADSDS13 40,2 21,10% X5 virus
AV46 86,5 94,70% X5 virus
ERP41 1,7 0,50% X4 virus
FMDS8 9,6 93,60% X5 virus
HODAS89 1,7 84,10% X4 virus
IJMG26 90,9 97,80% X5 virus
IJNDAF26 1,7 3,70% X4 virus
JS74 48,7 95,30% X5 virus
MDLFS44 21 15,10% X5 virus
MFBG21 20,4 50,00% X5 virus
MFBS424 7.8 10,60% X5 virus
ML413 3,1 1,20% X4 virus.
NADS404 0,2 7,10% X4 virus
NM414 40,4 59,10% X5 virus
RDONS51 0,2 0,20% X4 virus
SAT79 38 78,00% X5 virus
SDS14 48,9 90,10% X5 virus
SNT104 60,9 82,90% X5 virus
WSDA407 36,8 86.8% X5 virus

As amostras amplificadas da regido do envelope viral foram utilizadas para
determinar o tropismo do HIV-1. De 48 amostra amplificadas 20 (41,6%) foram
selecionadas para a predi¢do do tropismo. Destas 20, 14 (75%)foram consideradas X5 e

0 restante (25%) foi considerado X4.
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7 DISCUSSAO

A coleta de 121 amostras a época em que o trabalho foi idealizado (final 2011)
representava 10% do total de casos de AIDS notificados pelo SINAN em um periodo que
abrange os anos de 1980 até 2011. O objetivo sempre foi ter um n amostral com
representatividade e que compreendesse pacientes oriundos de diversos municipios do

estado.

Dados referentes a AIDS/HIV em Roraima, quando publicos compreendem os
informes do ministério da saude e consultas ao SINAN (Sistema de Informacdo de
Agravos de Notificacdo). Poucas informacdes sdo divulgadas pelo governo do estado,

dificultando o entendimento da doenca em Roraima.

Em um artigo publicado em 2012, LAURINDO e GRANJA analisaram 350
casos confirmados de infec¢do pelo HIV em Boa Vista no periodo de janeiro de 2008 a
janeiro de 2010. A maioria dos casos confirmados e notificados (84%) eram de pacientes
residentes na capital Boa Vista. Em nossa pesquisa também encontramos dados similares,
dos 112 pacientes que declararam residir em Roraima 82% residem na capital. Tal fato
pode se explicar por duas razdes: (1) a capital abriga mais de 60% da populacgdo, além
disso, é o centro financeiro e turistico do estado, e (2) quando diagnosticado alguns
pacientes passam a viver na capital em busca de melhor assisténcia.

A epidemia brasileira de HIV/AIDS acomete, em sua maioria (64,9%),
individuos do sexo masculino (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2013a).
LAURINDO e GRANJA, encontraram prevaléncias similares (64,6% masculino e 35,4%
feminino) dos casos notificados em Boa Vista. Em nossa pesquisa, a prevaléncia foi do
sexo masculino, entretanto a porcentagem homem (58,68%) vs mulher (41,32%) néo teve

diferenca expressiva. Quanto a op¢éo sexual encontramos maior prevaléncia em pacientes
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heterossexuais, seguido de homossexuais e bissexuais, 0 que também se verifica na

pesquisa de LAURINDO e GRANJA (2012).

O LACEN/RR atende pacientes oriundos de outros paises, principalmente
venezuelanos e guianenses. Os mesmos utilizam a mesma estrutura fornecida pelo SUS
dos pacientes brasileiros, incluindo acesso a consulta médica, medicamento e exames
gratuitos. A maioria dos pacientes estrangeiros residem em cidades fronteiricas (Santa
Helena de Uairén e Lethem) e a cada trés meses se locomovem até a capital roraimense
para sua rotina relacionada ao HIV. Esses pacientes sdo atendidos no Brasil pela
inexisténcia ou dificuldade das politicas de tratamento em seus respectivos paises.

Um dado importante que nossa pesquisa aponta é que 8,2% (10/121) dos
pacientes entrevistados brasileiros ja residiram foram do Brasil, principalmente na Guiana
e Venezuela. A maioria exercendo atividades relacionadas a extracdo de ouro (conhecido
como garimpo). O garimpo é considerado um ambiente de alta vulnerabilidade a
infeccdes pelo HIV devido ao baixo grau de instrucdo dos garimpeiros (as) motivado pela
auséncia de ac6es de salde educativas e preventivas e/ou assistenciais (FREITAS, 2006).

Portanto, os garimpeiros podem ser veiculos de transmisséo de cepas virais entre paises.

As reacOes de amplificacdes (PCR e NESTED PCR) para todos os genes tiveram
bom aproveitamento (CCR5: PCR - 99,1%, RT/PR: PCR - 76% das amostras
amplificadas e NESTED/PCR - 88% das amostras amplificadas, Integrase: PCR: 96%
das amostras amplificadas e NESTED/PCR: 70% das amostras amplificadas e Envelope:
PCR - 96% das amostras amplificadas e NESTED/PCR — 71,5% das amostras
amplificadas), entretanto nos genes do HIV-1 a qualidade dos eletroferogramas gerados
ndo foram suficientes para que algumas amostras fossem aproveitadas nas analises de
bioinforméatica. Das 91 amostras que amplificaram na PCR referente ao gene Pol,

somente 42 (57%) estavam com qualidade suficiente para as analises de mutacéo e



84

genotipagem, principalmente em funcdo do tamanho do fragmento. Na regido da
integrase, das 80 amostras que amplificaram na primeira reacdo, 63 (53,4%)
eletroferogramas tiveram boa qualidade. O pior rendimento neste aspecto foi relacionado
ao gene envelope onde das 116 amostras amplificadas na primeira reacdo, apenas 20
(17,2%) eletroferogramas foram aproveitados. Foi verificada uma grande quantidade de
picos sobrepostos, provavelmente em funcdo da alta variabilidade desta regido e da
presenca de sub-populages virais distintas. Medidas corretivas, que incluem a utilizagao
de diluicdo limite, serdo utilizadas de forma a aumentar a eficiéncia do experimento. Uma
vez que a pesquisa realizada apresenta grande importancia, os dados aqui gerados séo
inéditos em relacdo a Roraima, portanto, para a publicacdo do artigo temos certeza da
necessidade de melhorar a qualidade das reagdes de amplificacdo daquelas amostras que
ndo amplificaram. Temos praticamente uma amostragem de 10% da populacdo de
pacientes infectados com HIV/AIDS do estado coletados, e 4% analisados para PR/RT,
5% integrasse e 2% para o tropismo, 0 que demonstra dados robustos para entender e

epidemia do HIV em Roraima.

7.1 Rss333 em Roraima

A delecdo de 32 pares de bases (pb) do gene CCR5, tem efeito importante na
progressao da doenca, além disso dados sobre o polimorfismo contribui para a indicacdo
do medicamento Maraviroque que é antagonista de CCR5 e atua impedindo a ligacdo do

virus a célula (DEAN et al., 1996; HUGHES e NELSON, 2009).

Nossa pesquisa ndo encontrou nenhum paciente homozigoto recessivo.
Entretanto, destacamos a prevaléncia de 9,17% para CCR5/CCR5A32 em pacientes HIV
positivos de Roraima. Essa prevaléncia é maior que as encontradas em pacientes HIV

positivos; das cidades do sudeste (7,2%) analisados por REICHE et al., (2008), da cidade
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de Salvador (8,8%) (GRIMALDI et al., 2002), de Belém do Para (4%) (GOMES, 2009)
e do estado de Pernambuco (8,4%) (MACEDO, 2003). Entre literatura pesquisadas,
prevaléncia maior que as dos pacientes de Roraima foi encontrada somente em S&o Paulo
(11,5%) (MUNERATO et al., 2003). A prevaléncia de CCR5/CCR5A32 encontrada em
Roraima é maior também que a encontrada na populacdo brasileira negra saudavel
(8,0%), porém menor que a populacdo saudavel branca e parda (14% e 13%

respectivamente) (VARGAS et al., 2006).

A alta prevaléncia do CCR5/CCR5A32 em Roraima pode ter como explicacdo a
miscigenacdo da populacéo roraimense. Roraima por ser um dos estados mais novos da
federacdo e por ter sido na década de 70 e 80 um dos centros do garimpo (atividade
econbmica que aumenta o fluxo de emigracdo) no Brasil atrai brasileiros de outras
regibes. Para melhor compreensdo desta prevaléncia, seria crucial a analise de

ancestralidade dos pacientes participantes desta pesquisa.

7.2 Genotipagem em Roraima

Em Roraima, o subtipo predominante em relacdo a parte do gene Pol (RT/PR)

foi o subtipo B (88,5%), seguido da forma recombinanteB/D (11,5%) (figura 25).

O subtipo B é o0 mais prevalente em todas as regides do Brasil, com excec¢do da
regido sul. O subtipo B é predominante no centro-oeste e nordeste nas respectivas cidades;
Goiania (CARDOSO, QUEIROZ e STEFANI, 2009; COSTA et al., 2013), em Palmas
(CARVALHO et al., 2011), no Distrito Federal (CERQUEIRA, DANIELA MARRECO
et al., 2004; VERAS et al., 2007), em Cuiab4a (FERREIRA, 2011), em Recife
(CAVALCANTI et al., 2012; MEDEIROS, DE et al., 2006), na Bahia (SANTOS et al.,

2009).
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Na regido norte do Brasil, a qual Roraima faz parte, verificou-se que a
prevaléncia (%) do subtipo B é similar aos estudos realizados. O que difere Roraima dos
outros estados da regido norte é a prevaléncia de um mosaico B/D. Esta forma ja foi
encontrada no Brasil por TANURI et al., (1999) em doadores de sangue na cidade do Rio
de Janeiro. O subtipo D no segmento da protease foi encontrado em uma amostra do

estado do Para no ano de 2009 por MACHADO et al.,.

Quanto a genotipagem da regido da integrase do HIV-1, a prevaléncia
encontrada foi do subtipo B (88,9%), seguido dos subtipo F1 (3,2%) e da forma
recombinante B/F (3,2%) e das também formas recombinantes B/D e B/C (1,6%). Nao
foram encontrados em nossas pesquisas trabalhos na regido norte que envolvam a
genotipagem da integrase para efeito de comparacdo. A maioria dos trabalhos que

envolvem genotipagem concentram suas analises na protease e transcriptase reversa viral.

7.3 Filogenia em Roraima

Estudos de filogenia das amostras de individuos HIV positivos da regido norte séo
escassos, na verdade, em sua grande maioria 0s estudos apenas genotipam o HIV
circulante. Nao foi objetivo principal o enfoque filogenético, entretanto procuramos

fornecer informac@es da origem das cepas circulantes em Roraima.

Para estudos filogenéticos utilizamos somente regido PR/RT dos pacientes HIV
positivos em Roraima. Destaca-se ainda que descartamos quatro amostras que em uma
primeira analise de gendtipo se mostraram recombinantes, mas que depois, realizando o
bootscaning do REGA, se mostraram como B. Por somente utilizarmos uma ferramenta

de andlise de recombinacdo, decidimos excluir as quatro amostras.

As amostras roraimenses se agruparam em 17 clados diferentes e como ja era de

ser esperar a maioria em clados com diversas cepas oriundas da Venezuela. Além da
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Venezuela, as amostras ION94; JDOG35; LOBM36; FGM31; WSDA407; JCDASO;
CTA22; MFOG62 e JR418 formaram um subclado com uma amostra originada da Guiana,

outro pais vizinho a Roraima.

Sequéncias de outros paises do cone sul também formaram clados com as amostras
roraimenses, COmo € 0 caso das amostras uruguaias, equatorianas, paraguaias, argentinas
e peruanas. Além disso, as amostras VADS16; RMDS15; MFBG21 agrupam-se em um
grande clado uma sequéncia do Suriname (2000). O Suriname é um dos paises dos quais

0s brasileiros migram para a exploracao do ouro.

Devido ao agrupamento das sequencias roraimenses com as sequéncias dos paises
vizinhos (Guiana e Venezuela), podemos sugerir que virus semelhantes circulam entre os
paises. Estudos posteriores e com mais énfase nesta parte filogenética, devem ser feitos
para melhor compreenséo da a origem e disseminacao de cepas similares encontradas nos
trés paises. Todavia os resultados do nosso trabalho sugerem eventos multiplos de

introducdo do HIV em Roraima.

7.4 Resisténcia em Roraima

Mutagbes que conferem resisténcia aos antirretrovirais foram encontradas em
32,7% dos pacientes HIV-1 positivos do estado de Roraima. A resisténcia primaria no
encontrada no estado foi em um Unico paciente e conferiu 7,69%. A resisténcia em

individuos que utilizam medicamento foi de 30,7%.

Quando comparamos a prevaléncia de resisténcia primaria em Roraima com
outros estados, observa-se que a mesma & maior que a registrada em estados como
Pernambuco e Mato Grosso (CAVALCANTI et al, 2012; FERREIRA, 2011,
MEDEIROS, DE et al., 2006). Prevaléncia similar a de Roraima, foi encontrada em 2009

por SPRINZ et al., em um grande estudo envolvendo 13 cidades brasileiras, encontrando
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prevaléncia de 7% e em estudo realizado em duas cidades de S&o Paulo (Campinas e Sao
Paulo) com prevaléncia conjunta foi de 7,6% (FERREIRA et al., 2013).

A resisténcia primaria em Roraima € menor que as registradas em Manaus
(11,5%) Tocantins (11,5%), em Santa Catarina (11%), no Ceara (9,5%) (ARRUDA et al.,
2011; CARVALHO et al., 2011; GRAF, 2011; JACOMINI, 2007). Outra pesquisa
realizada em nove estados brasileiros, mas somente com pacientes homossexuais
(populacdo vulneravel), aponta para resisténcia primaria de 21,4% (BERMUDEZ-AZA
etal., 2011). Lembramos ainda que um paciente naive do presente estudo apresentou uma
unica mutacdo, G190A, a qual causa alto nivel de resisténcia ao NNRTI Nevirapina
(NVP) e intermediaria resisténcia ao também NNRTI Efavirenz.

Em Roraima, a frequéncia de mutacdes de resisténcia em individuos que fazem
uso de antirretroviral apresentou similaridade com a frequéncia encontrada no Rio de
Janeiro (33,3%) (EYER-SILVA e MORGADO, 2005), porém supera a prevaléncia
encontrada em Sao Paulo KALMAR, (2007) (27,7%).

Ao compararmos a prevaléncia de mutagdes de resisténcia de acordo com as
classes de medicamentos, Roraima apresenta baixa resisténcia (NRTI’s - 25%, NNRTI’s
- 23,1% e aos PI's - 5,8%) quando comparada aos estados proximos do Para (NRTT’s -
91,6%, PIs’s - 61,1% e NNRTTI’s - 50,5%) e Amazonas (NRTI - 96,9 %, Pl - 62,5% e
NNRTI - 56,3%) (MACEDO, 2010).

A mutacdo de resisténcia mais frequente ao INTR foi M184V (35,48%). Esta
mutacdo causa altos niveis de resisténcia ao Lamivudina (3TC) e baixa resisténcia a
Zidovudina (AZT). Assim como em Roraima, essa mutagdo de resisténcia também foi
encontrada como a mais prevalente no estado do Pard, Amazonas, Pernambuco

(CAVALCANTI et al., 2012; MACEDO, 2010).
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Quanto aos INNRT’s, a mutagdo K103N (39,13%), que causa alta resisténcia
aos INNTR’s Efavirenz (EFV) e Nevaripina (NVP), foi a mais frequente em Roraima.
Essa mesma mutacdo foi a mais frequente também em estudo abrangendo 13 cidades
brasileiras (SPRINZ et al., 2009), nos estados do Amazonas e Para (MACEDO, 2010) e
em estudo envolvendo multicéntrico envolvendo homossexuais infectados pelo HIV

(BERMUDEZ-AZA et al., 2011).

A mutacdo de resisténcia mais frequente aos PI’s em Roraima foi V82A, da
mesma forma essa mutacdo foi a mais prevalente nos estados dos Amazonas e Para

(MACEDO, 2010).

7.5 Tropismo

A predicdo do tropismo viral é ferramenta crucial para a aplicabilidade do
medicamento Maravirogue em pacientes. Para isso além de realizarmos a amplificacao
do gene CCR5, obtivemos dados de carga viral, contagem de linfocitos T CD4+e T CDS8,
além da % de CD4 junto ao LACEN/RR. O objetivo de realizar tal procedimento em
nossa pesquisa foi de fornecer ao médico subsidio para que o0 medicamento possa ser

recomendado ao paciente.

Em recente artigo publicado, cujo objetivo era identificar a melhor ferramenta
para determinar o tropismo do HIV-1, ARRUDA et al.,(2014) compararam um ensaio
fenotipico com o Geno2pheno[coreceptor]. Como resultado utilizando o
Geno2pheno[coreceptor], das 99 amostras, 78,5% foram consideradas X5 e o restante
(21,4%) foi considerado X4. Neste estudo a concordancia entre os dois testes foi de
78,6%.

Em nossa pesquisa, também utilizando o Geno2pheno[coreceptor] das 20

amostras analisadas, 75% foram consideradas X5 e o restante (25%) foi considerado X4.
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8 CONCLUSAO

e A prevaléncia em pacientes HIV positivos atendidos em Roraima foi de 9,17%
para CCRS5/CCRS5A32, 90,83% em CCRS5/CCR5 e nao foram encontrados

homozigotos recessivos.

e O subtipo predominante circulante no estado de Roraima em relagéo ao gene da
integrase é o subtipo B (88,9%), seguido do subtipo F1 (3,2%) e da forma

recombinante B/F (3,2%) e das também formas recombinantes B/D e B/C.

e O subtipo predominante circulante no estado de Roraima em relagdo a parte do
gene Pol (RT/PR) foi o subtipo B (88,5%), seguido da forma recombinante B/D
(11,5%).

e A resisténcia priméaria no encontrada no estudo foi em um Unico paciente e

conferiu 7,69%.

e Arresisténcia em individuos que utilizam terapia antirretroviral foi de 30,7%.

e As amostras da regido PR/RT dos pacientes HIV positivos em Roraima se
agruparam em 17 clados diferentes com amostras de diversos paises do cone Sul.
Incluindo os paises vizinhos, Venezuela e Guiana e o Suriname 0s quais possuem forte

ligacdo econdmica e turistica com Roraima.

e Das 20 amostras analisadas, 75% foram consideradas X5 e o restante (25%) foi

considerado X4. 15 pacientes podem usar o medicamento Maraviroque.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS )
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisa: Epidemiologia Molecular do Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo | no
Estado de Roraima.

Declaro que fui satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador André de Lima Guerra Corado,
em relagdo a minha participagéo no projeto de pesquisa intitulado: Epidemiologia Molecular do
Virus da Imunodeficiéncia Humana do Tipo | no Estado de Roraima, cujo objetivo é identificar
os subtipos do HIV-1 circulante, avaliar a resisténcia primaria nos pacientes portadores de HIV
no estado de Roraima, e descrever a frequéncia dos polimorfismos rs2395029 e rs9264942 nos
genes HCP5 e HLA-C, em pacientes atendidos no Laboratorio Central do Estado de
Roraima/Laboratério de HIV. Os dados para esta pesquisa serdo coletados via: 1) Aplicacéo
de questionario de maneira individual e confidencial sobre fatores de exposicdo ao HIV e
utilizacdo de medicamentos antirretrovirais. 2) Acesso a contagem de linfécitos TCD4/TCD8 e
da carga viral, buscando correlacionar estes fatores com o virus circulante e com a frequéncia de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). 3) Recolhimento do excedente do sangue do
participante, ou seja, 0 participante/Sr/Sra. ndo precisara se deslocar de sua residéncia somente
para participar da pesquisa, sera recolhido o sangue que sobrar ap0s a realizacdo dos exames de
carga viral e contagem de linfocitos TCD4/TCD8 de responsabilidade do LACEN/RR e que
consequentemente iria para o descarte. 4) Pelo sequenciamento nucleotidico de regides
especificas do virus e de regides especificas do paciente envolvidos com os polimorfismo
rs2395029 e rs333. A participacdo nesta pesquisa é voluntaria e ndo ira além da permissdo para
que o pesquisador recolha o sangue excedente do participante, ou seja, 0 sangue remanescente
aos exames regulares e que iria ser descartado pelo LACEN/RR, e a permissdo e aplicagéo de um
guestionario, ndo havendo, portanto, nenhum tipo de risco a sua salde e danos fisicos, ndo
cabendo, pois, qualquer tipo de indenizacdo por danos, pois estes ndo existem. De maneira
alguma, o participante serd prejudicado em seu tratamento, pois a pesquisa ndo visa teste de
medicamentos ou novas terapias. A realizacdo da pesquisa, além de possibilitar a obtencdo de
informagdes ligadas a capacidade desse virus de resistir aos medicamentos antiretrovirais
disponiveis, também podera contribuir nas agdes de combate & AIDS. A sua identidade jamais
serd mostrada ou revelada e mesmo na divulgacdo dos resultados nenhum participante sera
identificado. Uma cépia deste termo ficard com o participante e a outra com o pesquisador. Tudo
que soubermos sobre o tipo de HIV-1 que causou a sua infeccéo e se este virus sofreu modificacdo
e pode ndo responder ao tratamento sera enviado ao LACEN/RR onde o participante/Sr./Sra. faz
seus exames de carga viral e contagem de CD4. Estaremos disponiveis para esclarecer as suas
duvidas relacionadas ao estudo, neste momento ou durante a pesquisa. Estou ciente e autorizo a
realizacdo dos procedimentos acima citados e a utilizacdo dos dados originados destes
procedimentos para fins didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou
estrangeiras contanto que seja mantido em sigilo informacdes relacionado a minha privacidade,
bem como garantido meu direito de receber resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
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duvidas acerca dos procedimentos, riscos e beneficios relacionados a pesquisa, além de que se
cumpra a legislacdo em caso de dano. Caso haja algum efeito inesperado que possa prejudicar
meu estado de saude fisico e/ou mental, poderei entrar em contato com o pesquisador responsavel
e/ou com demais pesquisadores. E possivel retirar o meu consentimento a qualquer hora e deixar
de participar do estudo sem que isso traga qualquer prejuizo a minha pessoa. Declaro que recebo
uma copia deste termo assinado e ainda uma cdpia de um documento intitulado:
Informacdes sobre a pesquisa o qual contém todas as informacdes que me foram
explicadas de forma verbal. Desta forma, concordo voluntariamente e dou meu consentimento,
sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressao ou coacdo.

Eu, , apos ter lido e entendido as
informagdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a este estudo com o Professor
, CONCORDO VOLUNTARIAMENTE,

participe do mesmo.

Local , data / /

Nome e assinatura ou impressdo datiloscépica

Eu, André de Lima Guerra Corado, declaro que forneci todas as informagoes referentes ao
estudo ao paciente.

Para maiores esclarecimentos, entrar em contato com os pesquisadores nos enderegos abaixo
relacionados:

Nome: André de Lima Guerra Corado

Endereco: Rua Teresina, 476

Bairro: Adrianopolis CEP: 69057-070

Cidade: Manaus UF: AM
Fones: (95) 9961-7014 ou (95) 3623-7728 e-mail: andrecorado@gmail.com
Nome: Fabiana Granja

Endereco: Av. Cap. Ene Garcez, n° 2413, no Bloco do Centro de Estudos da Biodiversidade (Cbio),

Campus Paricarana/UFRR
Bairro: Aeroporto
Cidade: Boa Vista UF: RR
Fones: (95) 3621-3451 e-mail: fabi.granja@yahoo.com.br
Nome: Felipe Gomes Naveca

Endereco: Rua Terezina, 476

Bairro: Adrianépolis  CEP: 69057-070

Cidade: Manaus UF: AM

Fones: (92) 3621-2323 e-mail: fhaveca@amazonia.fiocruz.br
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11 APENDICE 2 — QUESTIONARIO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS N f -
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS TP
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM IMUNOLOGIA BASICA E APLICADA

QUESTIONARIO - Epidemiologia Molecular do Virus da Imunodeficiéncia Humana |
no estado de Roraima, Brasil.

Data: / /

Id:

Idade: Sexo:F( ) M( )
Municipio: Telefone para contato:

Local de residéncia nos ultimos dez anos

Caodigo da amostra:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

A respeito de sua opcdo sexual, se declaras:
a) Homossexual

b) Heterossexual

c) Bissexual

Utilizas medicamento antirretroviral?

a) Nao

b) Sim.

Ja fez uso de medicamento antirretroviral?

a) Sim. Quanto tempo? b) Néo

Ano e local de diagnostico da infeccdo pelo HIV:

Sobre o tipo de exposicdo ao HIV, marque a alternativa ao qual vocé pode ter
sido exposto de alguma forma:

() Parceiro sexual HIV+.

() Transfusdo sanguinea.

() Transmiss&o vertical (mae/filho).

() Usuério de drogas injetaveis.

Nos ultimos 20 anos, vocé morou ou esteve em outros paises nos quais tenha
passado por alguma situacéo de risco para o HIV?
a) Nao.
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b) Sim. Em qual pais? ( ) Venezuela ( ) Guianalnglesa ( )
Outro:
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ANEXO 1 — AUTORIZACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE RORAIMA.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
RORAIMA - UFRR asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Epidemiclogia Molecular do Virus da Imunodeficiéncia Humana do tipo | no estado de
Roraima

Pesquisador: André de Lima Guerra Corado

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 1

CAAE: 15629013.8.0000.5302

Instituicao Proponente:

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 474.028
Data da Relatoria: 27/11/2013

Apresentagao do Projeto:

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AlIDS) é causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
que leva um quadro de imunossupressdo ao portador da doenga. O HIV-1 pode ser dividido
filogeneticamente em grupos/tipos (M, O, N e P), (A-H, J e K), subtipos (ex: F1 e F2), sub-subtipos ou sub-
clados e ainda em CRFs (Formas Recombinantes Circulantes) ou em URFs (Unica Forma Recombinante).
Devido a esta grande variabilidade genética proporcionada pela transcriptase reversa do viral, que é
conhecidamente propensa a erro e na alta frequéncia de recombinagdo aliada a um rapido turnover viral,
casos de resisténcias a medicamentos antiretrovirais (ARVs) podem acontecer. Individuos que

fazem uso de ARVs conseguem por longos anos ter uma melhora na sua qualidade de vida, entretanto
alguns portadores da AIDS apresentam uma boa contagem de linfécitos TCD4+ e carga viral mesmo sem se
utilizar de ARVs, fatores imunogenéticos podem ser o responsavel por tal agdo. Um dos fatores
imunogenéticos do hospedeiro ligados a AIDS mais conhecido, & um alelo mutante oriundo da delegdo de
32 pares de bases (pb) do gene CCRS5, que codifica o co-receptor de quimiocina CCRS5 ao qual o HIV-1 se
liga para invadir a célula. Homozigotos para o alelo o alelo CCR5-32 (rs333) estio protegidos contra o HIV-1
de modo que o virus ndo entra na célula, ja que

Enderego: Av. Cap. Ene Garcez, n®2413

Bairro: Aeroporio CEP: §£9.304-000
UF: RR Municipio: BOA VISTA
Telefone: (85)3621.3112 Fax: (95)3621-3112 E-mail: coep@prpppg.ufrr.be
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as proteinas que formam o CCRS s8o truncadas, impossibilitando qualquer tipo de ligag8o, célula x virus.
Todavia, individuos heterozigotos (CCRS-;32/4+) apresentam uma progress8o mais lenta da doenga, pois as
proteinas que formam o CCRS ainda apresentam alguma interagéio com o virus. Ouiro fator imunogenético
relacionado com a baixar canga viral e progressdo mais lenta da doenga & um polimorfismo de base dnica
(SMPY), o rs2385029, localizado no gene HCPS, proporciona a troca de apenas um nudeotideo (T=G) e esta
linkage disequilibrium com o HLA -B*5701. Roraima quando comparada nacionalmente figura entre os trés
estados com maior incidéncia de casos de AlDS registrados, liderando 8 mesma estatistica entre os estados
que formam a regido amazdnica. Mao

foram encontrados pesguisalestudos na literatura com dados epidemioclégicos moleculares referente a
pacientas com AIDS que incluem estudos de

caracterizagdo genética do virus causador da imunodeficiéncia para determinagdo & mapeamento dos
sublipos circulantes no estado, nem de

estudos relacionados a resisténcia primaria a ARVs. Assim como, ndo foram encontrados na literatura dados
que descrevem a frequéncia de

polimorfismos de nuclectideo dnico (SMNP) relacionados & resposta imune ao HIV no estado de Roraima.
Este trabalho visa justamente identificar os

subtipos do HIV-1 circulante, avaliar a resisténcia priméria, e descrever a frequéncia dos polimorfismos
rs2305029 no gene HCPS, & o polimorfismo

rs333 no gene CCRS, em pacientes atendidos no Laboratdrio Central do Estado de Roraimall aboratdrio de
HIV.

Objetive da Pesquisa:

1. Identificar, utilizando técnicas moleculares, os subtipos do HIV-1 que circulam no estado de Roraima em
pacientes recém-diagnosticados ou cronicos, que ainda néo utilizam terapia de antiretrovirais;

2. Investigar mutagbes (resisténcia primaria), nos virus de portadores de HIV/Sindrome da

imunodeficiéncia adguirida.

3. Investigar possivel associagdo enfre os gendlipos com a carga viral, contagem de linfocitos TCDW+/ CDE+
& o estagio clinico dos pacientes.

4. Descrever a frequéncia de polimorfismos de nuclectideo dnico rs2385029 no gene HCPS & rs333 no gene
CCRS relacionado & resposta imune ao HIV nos pacientes estudados.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
W&o tem riscos pois serd utilizada na pesguisa o sangue excedente dos procedimentos reslizados

Enderego: Ay, Cap. Ene Garcez, n*2413

Bairro:  fsmporio CEP: &8 304.000
UF: RR Municipio:  B0A VISTA
Tolefone: (95)3621-3112 Fax: (98)3621.3112 E~mail: cosp@prpppg.ufm.br
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pelo LACEN/RR, logo, sera recolhido o sangue que sobrar apds a realizagdo dos exames de carga viral e
contagem de linfacitos TCD4/TCDE e que consequentemente inam para o descarte.

Beneficios: A pesquisa pode contribuir para uma melhora na gqualidade de vida do paciente, pois visa
identificar mutagdas no material genético do virus que podem prejudicar a eficacia do tratamento,

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesguisa & pertinente para a area na qual esta vinculada e relevante para o sistema de Salde, pois vai
obter informag8o sobre os subtipos do HIV-1 que circulam no estado de Roraima, resposta imune e
resisténcia s terapias antirretrovirais etc.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

0= documentos apresentados estdo de acordo com Bs exigéncias necessanas para o desenvolvimento da
pesquisa.

Recomendagdes:

Recomenda-se aprovagio pelo Colegiado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

A pesquisa & pertinente para a area na qual estd vinculada e relevante para o sistema de Salde

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da COMEP:
EG]

Consideragoes Finais a critério do CEP:

BOA VISTA, 20 de Movembro de 2013

Assinador por:
ljanilio Gabriel de Aradjo
(Coordenador)
Enderego:  Av. Cap. Ene Garcez, n*2413
Bairro:  Asmporia CEP: &5 304000
uF: RR Municipio:  BOA VISTA
Telefone:  [(95§3621.3112 Fax: (9836213112 Esmail: cosp@prpopgutm.br
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