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RESUMO 

 

A epidemia de HIV-1 no Brasil constitui um fenômeno dinâmico e complexo composto 

por um mosaico de sub-epidemias regionais com um padrão heterogêneo de 

prevalência de distintas formas genéticas do vírus assim como de mutações de 

resistência transmitida aos antirretrovirais (TDRM). Há pouca informação disponível 

sobre o perfil epidemiológico molecular do HIV-1 no Norte do Brasil. Neste trabalho 

foi analisada a aplicabilidade de uma metodologia “in-house” para diagnóstico e 

caracterização molecular do DNA do HIV-1 associado à células de sangue periférico. 

Foram analisados 113 indivíduos virgens de tratamento, e com sorologia positiva para 

o HIV provenientes de diferentes municípios do Estado do Amapá. Foi possível 

amplificar e sequenciar os genes que codificam para a protease e para a transcriptase 

reversa viral em 97 (86%) dos 113 indivíduos analisados. A determinação do subtipo 

viral revelou que o clado mais prevalente do HIV-1 no Amapá foi o B (74%), seguido 

pelo subtipo F1 (14%), recombinantes BF1 (8%), subtipo C (1%), CRF31_BC (1%) e 

CRF02_AG (1 %). Apenas uma TDRM (K103N) foi detectada em um único paciente 

da nossa população de estudo. Concluiu-se que a metodologia in-house utilizada 

neste trabalho pode ser aplicada com sucesso na vigilância epidemiológica molecular 

da epidemia de HIV-1 no estado do Amapá. Este estudo revelou ainda que, a epidemia 

de HIV-1 no Amapá se caracteriza por um alto nível de diversidade genética, 

comparável ao observado nas principais cidades brasileiras, e uma baixa prevalência 

de TDRM (1%). Consequentemente, segundo as diretrizes da ONUSIDA não se faz 

necessário a implementação do teste de genotipagem de mutações de resistência 

antes da introdução da terapia antirretroviral na população de indivíduos infectados 

pelo HIV-1 no Amapá. 

 

Palavras – chaves: HIV, epidemiologia molecular, resistência aos antirretrovirais, 

Amapá, Brasil. 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The Brazilian HIV-1 epidemic in is a dynamic and complex phenomenon composed of 

a mosaic of regional sub-epidemics with a heterogeneous pattern of prevalence of 

distinct genetic forms of the virus as well as of transmitted drug resistance mutations 

(TDRM) to antiretrovirais. There is little information available on the molecular 

epidemiology of HIV-1 in northern Brazil. This work examined the applicability of an 

“in-house” methodology for diagnosis and molecular characterization of HIV-1 DNA 

associated to peripheral blood cells. We analyzed 113 drug-naïve HIV-1-infected 

individuals from different municipalities in the state of Amapá. We amplified and 

determined the sequence of the genes that encode the viral protease and reverse 

transcriptase in 97 (86%) out of 113 subjects analyzed. The determination of viral 

subtype revealed that the most prevalent HIV-1 clade in Amapá was B (74%), followed 

by subtype F1 (14%), recombinant BF1 (8%), subtype C (1%), CRF31_BC (1%) and 

CRF02_AG (1%). Only one TDRM (K103N) was detected in one patient from our study 

population. In conclusion, the in-house methodology used in this work could be 

successfully applied for the molecular epidemiological surveillance of the HIV-1 

epidemic in the state of Amapá. This study also revealed that the HIV-1 epidemic in 

Amapá is characterized by a high level of genetic diversity, comparable to that 

observed in major Brazilian cities, and a low prevalence of TDRM (1%). Thus, the 

implementation of resistance genotyping tests before the introduction of antiretroviral 

therapy is not necessary for the population of HIV-1-infected individuals in Amapá 

according to the UNAIDS guidelines. 

 

Key – words: HIV, molecular epidemiology, resistance to antiretroviral agents, 

Amapá, Brazil. 
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1 INTRODUÇÃO ........................................................................................ 15 

1.1 CONTEXTO HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA ..................................... 15 

1.2 EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO BRASIL ...................................................  16 

1.3 EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO AMAPÁ ..................................................... 19 

1.4 MORFOLOGIA DO HIV .......................................................................... 22 

1.5 CICLO REPLICATIVO DO HIV .............................................................. 23 

1.6 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV ............................................... 25 

1.7 EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV NO BRASIL E NO AMAPÁ ...  27 

1.8 HISTÓRIA NATURAL E DIAGNÓSTICO DA INFECÇÃO PELO HIV  .... 28 

1.9 TERAPIA ANTIRRETROVIRAL ALTAMENTE ATIVA (HAART) ............  31 

2 JUSTIFICATIVA ..................................................................................... 34 

3 OBJETIVOS ............................................................................................ 35 

3.1 OBJETIVO GERAL ................................................................................ 35 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ...................................................................  35 

4 MATERIAL E MÉTODOS ....................................................................... 36 

4.1 POPULAÇÃO DE ESTUDO .................................................................... 36 

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS .................................................................... 36 

4.3 EXTRAÇÃO E AMPLIFICAÇÃO DO DNA VIRAL ................................... 36 

4.4 SEQUENCIAMENTO DAS REGIÕES pr E rt DO GENE POL DO HIV .. 37 

4.5 CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DO HIV .............................................. 38 

5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 40 

5.1 CARACTERÍSTICAS LABORATORIAIS E EPIDEMIOLÓGICAS DOS 

INDIVÍDUOS ......................................................................................... 

 

40 

5.2 AMPLIFICAÇÃO DO GENE pol DO HIV ................................................ 43 

5.3 DIVERSIDADE GENÉTICA DO HIV-1 NO AMAPÁ ................................ 45 

5.4 RELAÇÃO ENTRE CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DOS 

INDIVÍDUOS E DIVERSIDADE GENÉTICA DO HIV-1........................... 

 

47 

5.5 ANÁLISES DE RESISTÊNCIA TRANSMITIDA ..................................... 49 

6 CONCLUSÕES ....................................................................................... 51 

REFERÊNCIAS ................................................................................................... 52 

ANEXO A – POP GENOTIPAGEM PROTOCOLO IN HOUSE ......................... 58 

ANEXO B – PORTARIA Nº 29, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2013 ..................... 70 

ANEXO C – ARTIGO PUBLICADO .................................................................... 72 



15 
 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. CONTEXTO HISTÓRICO E EPIDEMIOLOGIA 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV) é o agente etiológico responsável 

pela Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (Aids). A Aids teve seu 

reconhecimento oficial no início da década de 1980, quando o Centro de 

Prevenção e Controle de Doenças (CDC) dos Estados Unidos da América 

notificou os primeiros casos de imunodeficiência associada a pneumonia e 

sarcoma de Kaposi em jovens homossexuais masculinos dos estados de Nova York 

e Califórnia que eram previamente saudáveis (CDC, 1981; CDC, 1982). Esse 

episódio levou à comunidade científica a conclusão que se tratava de uma 

doença, ainda desconhecida e de possível etiologia infecciosa e transmissível 

que ocasionava um grande número de mortes. Até 1983, as principais rotas de 

transmissão da nova síndrome (sexual, parenteral e vertical) já haviam sido 

traçadas. 

Em 1983, surgiram as primeiras indicações de que o agente causador da 

Aids era um retrovírus, quando o grupo de pesquisa do Dr. Luc Montagnier 

detectou, na França, a atividade da enzima transcriptase reversa em uma cultura 

de células T obtidas da biópsia de linfonodo de um jovem homossexual com 

linfadenopatia (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). A evidência final de que o retrovírus 

isolado era o agente causador da Aids e não uma infecção oportunista foi 

demonstrada no ano seguinte nos EUA, pelo grupo de pesquisa do Dr. Robert Gallo 

(POPOVIC et al., 1984; SARNGADHARAN et al., 1984).  

Em 1986, o Comitê Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) recomendou o 

termo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), reconhecendo-o como um novo 

retrovírus capaz de infectar seres humanos.  

A epidemia de HIV/aids continua a ser um dos grandes desafios para a saúde 

global e representa um fenômeno dinâmico, com apresentação de diferentes 

tendências variando de acordo com o grupo populacional, país ou região 

afetados (Figura 1). Segundo o Programa Conjunto das Nações Unidas sobre 

HIV/aids (UNAIDS), 36,9 milhões de pessoas viviam com HIV/aids e 1,2 milhões 

morreram de causas associadas à aids no mundo inteiro até o final de 2014 

(UNAIDS, 2015). 
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Figura 1. Número estimado de adultos e crianças vivendo com HIV nas diferentes regiões 
geográficas do mundo. Fonte: Adaptado de UNAIDS, 2015. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
1.2. EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO BRASIL 

Os primeiros casos notificados no Brasil começaram à partir de 1980 e em 

1983 o primeiro caso de Aids no sexo feminino. A partir de 1984, o Brasil começou 

a estruturação dos programas de saúde ao controle da Aids, tendo como ponto de 

partida o estado de São Paulo. Em 1986, houve a criação do Programa Nacional de 

DST e Aids do Ministério da Saúde. Desde então, como descritos a seguir, 

começam a acontecer fatos históricos e importantes (MACEDO, 2010). 

1985 – Liberação do primeiro teste anti-HIV para o diagnóstico da Aids. 

Nesse período começa a se utilizar o termo “comportamento de risco” ao invés de 

“grupos de risco”. 

1986 – Criação do Programa Nacional de DST e Aids (PN DST/Aids). 

1987 – Utilização do medicamento AZT (Zidovudina) em pacientes com Aids, 

diminuindo a multiplicação do vírus HIV. Antes dessa data, esse medicamento era 

empregado em pacientes com câncer. A Organização das Nações Unidas designa 

Oceania 
51.000 

(43.000 – 59.000) 

América do Norte 
1,3 milhão 

(980 mil – 1,9 milhão) 

Caribe 
280.000 

(210.000 – 340.000) 
 

(220.000 – 280.000) 

América Latina 
1,5 milhão 

(1,4 milhão – 2,0 milhões) 

África Subsaariana 
25,8 milhões 

(24 milhões – 28,7 milhões)  

Oriente Médio e Norte da África 
240.000 

(150.000 – 320.000) 

Europa Ocidental e Central 
860.000 

(800.000 – 930.000) 

Europa Oriental e Ásia Central 
1,5 milhão 

(1,3 milhão – 1,8 milhão) 
Ásia Oriental 

880.000 
(650.000 – 1,2 milhão) 

Sul e Sudeste da Ásia 
5,0 milhões 

(2,9 milhões – 5,2 milhões) 

TOTAL: 35,3 Milhões (32,2 milhões – 38,8 milhões) 
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o dia 1⁰ de dezembro como o Dia Nacional de Combate a Aids. 

1988  – Formação do Sistema Único de Saúde (SUS). 

1991 – Aquisição e distribuição dos antirretrovirais são introduzidas 

gratuitamente pelo Ministério da Saúde do Brasil. 

1993 – Produção do AZT no Brasil e uma ampla propalação da transmissão 

heterossexual do HIV. 

1994 – Demonstração por meio de estudo, que o medicamento AZT 

(Zidovudina) promoveu uma redução na transmissão vertical (mãe para filho) 

durante a gravidez e parto. Definição do diagnóstico em crianças. 

1995 – Novas drogas antirretrovirais são encontradas, dentre as quais os 

inibidores de protease (PI). 

1996 – Redução das taxas de mortalidade e um número crescente de casos 

em mulheres. 

1997 – Ocorre implantação da Rede Nacional de Laboratórios. 

1998 – O TARV, popularmente chamado de “coquetel” no Brasil, fez com que 

alguns dos pacientes obtivessem um resultado de carga viral indetectável no 

sangue, durante a fase de tratamento. 

1999 – Decresce em 50% o número de mortes ocorridas em pacientes com 

Aids. 

2000 – O Continente Africano é o mais atingido mundialmente: 17 milhões 

morrem com Aids, onde 3,7 milhões eram crianças e 8,8% dos adultos 

apresentavam-se contaminados pelo vírus.  

O total de casos de HIV/aids acumulados e registrados no Brasil desde 

1980 até junho de 2014 é de 757.042 casos, 65% em homens e 35% em 

mulheres (Ministério da Saúde, 2014a). A taxa de incidência brasileira encontra-se 

estabilizada nos últimos cinco anos em 20/100.000 habitantes. 

 A epidemia de HIV/Aids no Brasil apresenta tendências de “juvenização” e 

“feminização”. Dessa forma, observa-se um aumento crescente no número de 

infecções em mulheres jovens de 15 a 24 anos (Ministério da Saúde, 2011a). A 

epidemia de HIV/aids no Brasil apresenta também uma tendência de 

“interiorização”, tendo ocorrido uma disseminação do vírus desde as grandes 

metrópoles das regiões Sudeste e Sul para as outras regiões distantes do epicentro 

da epidemia (Ministério da Saúde, 2013) (Figura 2).  
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Figura 2. Distribuição espacial das pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) vinculadas ao 
serviço público de saúde no Brasil. Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites 
Virais / Casos registrados no Siscel e no Siclom até 31/12/2012. 
 
 

 
 
 
 

Registrou-se na última década uma diminuição na taxa de incidência na 

região Sudeste (de 24,5 para 17,6 casos por 100 mil habitantes), uma 

estabilização na região Sul (de 27,1 para 28,8 casos por 100 mil habitantes) e 

um aumento nas regiões Centro-Oeste (13,9 para 15,7 casos por 100 mil 

habitantes), Nordeste (de 7,1 para 12,6 casos por 100 mil habitantes) e Norte (de 

7,0 para 20,6 casos por 100 mil habitantes) (Ministério da Saúde, 2014) (Figura 3). 
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Figura 3. Taxa de detecção de aids (por 100 mil habitantes) segundo região de residência por 
ano de diagnostico no Brasil. Fonte: Casos notificados no Sinan e Siscel/Siclom até 30/06/2014 
e no SIM de 2000 até 2013. MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais.  

 

 

 

 

 Esse acentuado aumento da incidência nas regiões Norte e Nordeste pode 

refletir o aumento da transmissão viral, assim como uma ampliação do acesso ao 

diagnóstico pela população através da implantação dos testes de triagem, como por 

exemplo o “teste rápido”, nas áreas de difícil acesso. 

 

1.3. EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO AMAPÁ 

O Estado do Amapá faz parte da vasta região Amazônica e está localizado 

no extremo norte do Brasil, fazendo fronteira com a Guiana Francesa. Segundo o 

último Censo realizado em 2010, o estado possui uma área de 142.814,585 km² e 

uma população estimada em 669.526 habitantes, dos quais 499.466 residem nos 

municípios de Macapá e Santana.  

Desde 1988, ano do primeiro caso de Aids notificado no Amapá, até 

j u nho  de  2014, o estado notificou um total de 1.596 casos de aids (Ministério 

da Saúde, 2014a) (Figura 4). 
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Figura 4. Número de casos de Aids no Amapá segundo o ano de diagnóstico. Fonte: Casos 
notificados no Sinan, declarados no SIM e registrados no Siscel/Siclom até 31/12/2013. 
MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais. 

 

 

 

 Em 2013, a taxa de incidência de aids no estado foi de 28,6/100.000 

habitantes, comparável com a taxa média da região Norte (26,1/100.000 

habitantes) e acima da taxa média registrada no Brasil (20,4/100.000 

habitantes) (Ministério da Saúde, 2014a) (Figura 5). 

 

Figura 5. Taxa de detecção de aids (por 100 mil habitantes) segundo Unidade de Federação e 
capital de residência. Fonte: Casos notificados no Sinan e Siscel/Siclom até 30/06/2014 e no 
SIM de 2000 até 2013. MS/SVS/Departamento de DST, AIDS e Hepatites Virais. 
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Durante este período, observa-se que a epidemia no Estado vem tomando 

uma tendência à juvenização, feminização e interiorização, já que a maioria dos 

casos de Aids descritos no Estado até 1996 estavam restritos ao município de 

Macapá, casos de aids já são notificados nos dezesseis municípios do Estado 

(Ministério da Saúde, 2011b). Até 2002, o diagnóstico do HIV era restrito na capital, 

Macapá. Com a implantação da testagem rápida para o HIV e Sífilis para gestantes 

dentro do Projeto Nascer-Maternidades, houve um grande avanço no 

conhecimento da tendência da expansão da epidemia em todo o Estado (Figura 

6).  

 

Figura 6. Número de casos de HIV com resultado reagente no teste rápido 
(Imunocromatográfico) nos 16 municípios do Estado do Amapá no ano de 2013. Fonte: 
Coordenação de DST/Aids do Estado do Amapá. 
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Segundo a Coordenação Estadual de DST/Aids, até abril de 2014 foram 

cadastrados no Serviço de Assistência Especializada do Amapá (SAE-AP) 1.592 

pessoas, entre pacientes assintomáticos e pacientes com quadro de Aids 

(Ministério da Saúde, 2014b). Deste total, 335 (21%) pessoas receberam terapia 

antirretroviral. Não há informação se para os demais indivíduos (79%) não há 

indicação da terapia antirretroviral ou se não conseguiram acessar o serviço. 

 

 

1.4. MORFOLOGIA DO HIV  

 Apresentando uma forma esférica, o HIV-1 possui um envelope externo 

lipoproteico com origem à partir da membrana externa da célula hospedeira, com 

100 nanômetros (nm) de diâmetro em média, simetria icosaédrica; o genoma viral 

apresenta na sua constituição ácido ribonucleico (RNA) com duas fitas simples 

vinculado a uma RNA polimerase, a transcriptase reversa. (VERONESE et al., 1985; 

LUCIW, 1996) (Figura 7). 

 

Figura 7. Estrutura do HIV-1. 

 

 
Fonte: MACÊDO, 2010. 
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Resultado de transmissões zoonóticas diferentes do vírus da 

imunodeficiência de símios (SIV) para humanos, o HIV-1 e o HIV-2 distinguem-

se por suas sequencias nucleotídicas, origem e relações filogenéticas com 

outros SIV (HAHN et al.,2000). 

 

Possuindo 9,8 Kilobases (Kb), o genoma do HIV-1 apresenta nove genes 

e duas regiões nas suas extremidades 5´e 3´ nomeadas sequências de 

repetição terminal (LTR), nas quais estão presentes os elementos de controle 

para integração, transcrição e poliadenilação do RNA mensageiro (mRNA). 

Divididos em dois grupos, existem os genes que codificam as proteínas 

estruturais (gag, pol e env) e os que codificam as proteínas não estruturais (tat, 

ver, nev, vif, vpu e vpr) (MUESING et al., 1985) (Figura 8). 

 

Figura 8: Representação esquemática do genoma do HIV-1. 

 

 
 
Fonte: Los Alamos HIV (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html), 
2014. 

 
 

1.5. CICLO REPLICATIVO DO HIV 

O ciclo replicativo do HIV inicia-se com a união da proteína gp120 do 

envelope viral com a molécula de superfície CD4 (proteína tipo imunoglobulina 

expressa na superfície de células T e macrófagos primários) (MELO, BRUNI e 

FERREIRA, 2006) (Figura 9). Posterior a essa fusão inicial, a alça V3 (principal 

região imunodominante do HIV, levando a formação de anticorpos 

neutralizantes e atuando como alvo da resposta celular citotóxica) da proteína 

gp120 fica exposta e habilitada para a ligação com co-receptores (receptores 

de citosinas). Após esta junção, a proteína gp41 regula o processo de fusão 

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html
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das membranas celular e viral por meio de uma região peptídica N-terminal 

hidrofóbica com grande quantidade de glicina (GROTO e PARDINI, 2006; 

PEÇANHA, 2002). Ao adentrar no citoplasma celular, ocorre o processo de 

transcrição reversa através da enzima viral transcriptase, que resulta na síntese 

de uma molécula de DNA de fita dupla. Após o DNA viral ser sintetizado, ele é 

transportado até o núcleo da célula onde passa a ser integrado ao cromossomo 

celular por meio da enzima viral integrase (GROTO e PARDINI, 2006). 

Desse momento em diante, o vírus pode manter-se em latência, não 

havendo transcrição do DNA viral em RNAm viral, ou o DNA celular pode ser  

transcrito, ocorrendo a produção de RNAm viral (GROTO e PARDINI, 2006). 

Os RNAm virais vão ser traduzidos no citoplasma, gerando novas proteínas 

virais. Posteriormente, ocorre a montagem do vírus nas proximidades da 

membrana celular gerando partículas imaturas que durante e/ou após o 

processo de brotamento através da membrana celular, sofrem um processo de 

maturação (clivagem das poliproteínas gag e gag-pol pela protease viral). Este 

processo de maturação é fundamental para que os viríons liberados sejam 

capazes de infectar novas células de forma produtiva (PEÇANHA, 2002). 
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Figura 9: Representação esquemática do ciclo replicativo do HIV. 

 

 
 

Fonte: BELOTO, 2014. 

 

1.6. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV 

O HIV pertence à família Retroviridae,  gênero Lentivirus e se divide em 

dois tipos: o Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1 e tipo 2 (HIV-1 e HIV-2). 

Enquanto o HIV-1 é o responsável pela pandemia de aids, o HIV- 2 está restrito 

principalmente ao Oeste Africano. Estudos filogenéticos e evolutivos indicam que 

o HIV-1 e o HIV-2 emergiram a partir de transmissões zoonóticas independentes 

do Vírus da Imunodeficiência de Símios (SIV) de primatas não humanos para 

humanos, provavelmente na região da África Central (HIV-1) e Ocidental (HIV-2) 

(SHARP, ROBERTSON e HAHN, 1995).  
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O HIV-1 é classificado filogeneticamente em quatro grupos designados 

com as letras M, N, O e P. O grupo M é o responsável pela pandemia de aids 

e estima-se que tenha sido introduzido na população humana entre 1900 e 1930 

(KORBER et al., 2000). As cepas de HIV-1 correspondentes ao grupo M se 

agrupam filogeneticamente em nove clados distintos denominados subtipos virais  

designados com letras (A, B, C, D, F, G, H, J e K), sub-subtipos designados 

com números (A1-A5, F1-F2), e diversas formas recombinantes circulantes (CRFs) 

e formas recombinantes únicas (URFs) entre os subtipos (ROBERTSON et al., 

2000). 

 O subtipo mais prevalente a nível global é o subtipo C (responsável por 

quase metade das infecções em todo o mundo), seguido pelo subtipo A (prevalente 

nos países do leste Africano), subtipo B (de maior prevalência na América, Europa 

e Oceania), o CRF02_AG (prevalente na África Ocidental) e o CRF01_AE 

(prevalente no Sudeste Asiático) (HEMELAAR et al., 2011) (Figura 10). 

 

Figura 10. Distribuição global dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1. 

 

Fonte: (HEMELAAR et al., 2011). 

  



27 
 

 

1.7. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV NO BRASIL E NO AMAPÁ 

As variantes genéticas do HIV-1 mais prevalentes no Brasil são os subtipos B, 

C, F1 e formas recombinantes entre eles (BF1 e BC) (BELLO et al., 2011). 

Na maioria das regiões do Brasil, a variante de HIV-1 mais prevalente é o 

subtipo B (responsável por 75 a 90% das infecções), seguido pelo subtipo F1 e 

formas recombinantes BF1 (responsáveis 10 a 25% das infecções).  Na região 

Sul, no entanto, predomina o subtipo C e formas recombinantes BC que em 

conjunto são responsáveis por mais de 50% das infecções, seguidos pelo subtipo 

B (Figura 11).  

 

Figura 11. Distribuição dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1, nas distintas regiões do 
Brasil. 

 

 

 

 
 

 
Existem poucos estudos sobre a diversidade genética do HIV-1 no extremo 

Norte do Brasil, e particularmente no Estado do Amapá. O único estudo publicado 

até o momento no Amapá descreve a diversidade genética nos genes env e pol em 

um número restrito de indivíduos da cidade de Macapá (MACHADO et al., 2009). 
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Segundo este trabalho, foi observado um predomínio do subtipo B (88%) no 

Estado, indicando desta forma que o Amapá segue o mesmo perfil epidemiológico 

encontrado em quase todas as regiões do Brasil. 

 

1.8. HISTÓRIA NATURAL E DIAGNÓSTICO DA INFECÇÃO PELO HIV 

Os indivíduos infectados pelo HIV evoluem para uma grave disfunção do 

sistema imunológico à medida que vão sendo destruídos os linfócitos TCD4+, umas 

das principais células alvo do vírus. O espectro clínico da infecção pelo HIV, no 

entanto, é amplo e complexo, podendo ser dividido em três etapas: fase aguda, 

fase assintomática, e fase aids (SIMON, HO E KARIM, 2006) (Figura 12).  

 

Figura 12. Curso clínico, imunológico e virológico típico da infecção pelo HIV-1. 

 

 

Fonte: Adaptado de Simon, Ho e Karim (2006). 
 

 

A fase inicial ou fase aguda da infecção pelo HIV ocorre após a infecção 

pelo vírus, e assemelha-se clinicamente à mononucleose infecciosa, com febre, 

faringite, mialgia, perda de peso, fadiga linfoadenopatia generalizada e cefaleia, 

e pode se estender por algumas semanas. Nessa fase, ocorre uma replicação 

intensa do vírus que leva a um aumento exponencial da viremia plasmática, 

atingindo um pico de carga viral após 21-28 dias a partir da infecção inicial. 

Esta fase, conhecida como janela imunológica, caracteriza-se por níveis de 
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anticorpos indetectáveis no soro contra as proteínas do HIV (MANAVI, 2006; LEVY, 

2009). 

Após a viremia observada na fase aguda, segue-se uma redução da carga 

viral por volta de 12 a 20 semanas após o início da infecção em decorrência da 

ativação da resposta imune celular específica contra o vírus. Isto leva a uma 

estabilização da carga viral (ou “set point” viral) que marca o início da fase crônica 

da infecção, caracterizada por uma latência clínica (ausência de sintomas). No início 

da fase assintomática, de seis semanas a seis meses após a infecção, ocorre 

a soroconversão que se caracteriza pela detecção no soro de anticorpos contra as 

principais proteínas do HIV que são codificadas pelos genes gag, pol e env.  

Durante a fase assintomática que pode prolongar-se em média entre sete a 

10 anos, os indivíduos infectados não apresentam sintomas, mas há replicação 

contínua do vírus predominantemente nos tecidos linfóides e uma queda na contagem 

de células T CD4+. Nos estágios finais da infecção, ocorre um aumento da carga 

viral plasmática e o aparecimento da aids no indivíduo, com febre prolongada (> 1 

mês), fadiga, perda ponderal, diarreia e infecções oportunistas como pneumonia por 

Pneumocystis carinii, criptosporidíase, ou encefalite por Toxoplasma gondii. As 

infecções oportunistas ocorrem geralmente quando há imunossupressão profunda e 

são raras antes da contagem de linfócitos TCD4+ cair para menos de 200 

células/mm3 de sangue (FANALES-BELASIO et al, 2010). 

Como a infecção pelo HIV pode ou não ter expressão clínica durante a 

fase aguda e apresenta um longo período assintomático, é de grande relevância o 

entendimento da dinâmica da variação da carga viral e de outros marcadores 

imunológicos (anticorpos anti-HIV e número de linfócitos T CD4+) ao longo do tempo 

visando o diagnóstico da infecção pelo HIV. Os testes para detecção da infecção 

pelo HIV são divididos basicamente em três grupos: 1) detecção de anticorpos frente 

ao vírus, 2) detecção de antígenos virais, e 3) detecção do genoma do vírus. 

O diagnóstico laboratorial do HIV no Brasil passou a ser normatizado pelo 

Ministério da Saúde por meio da Portaria 151/2009, de 14 de outubro de 2009 que 

determina um conjunto de procedimentos em sequência para detecção de anticorpos 

anti-HIV em indivíduos com idade acima de 2 anos (Ministério da Saúde, 2013b) 

(Figura 13). Essa Portaria preconiza a realização de triagem com duas ou três 

etapas de confirmação sorológica e determina ainda o uso do teste rápido para o 

diagnóstico da infecção pelo HIV em situações especiais. Posterior a Portaria 
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151/2009, surge a Portaria Nº 29 de 17 de dezembro de 2013 que revoga a portaria 

acima citada e aprova o Manual Técnico para o Diagnóstico da Infecção pelo HIV em 

Adultos e Crianças (ANEXO B). 

 

Figura 13. Fluxograma para detecção de anticorpos anti-HIV em indivíduos com idade 

acima de 2 anos. 

 

 

Fonte: Ministério da Saúde (http://www.aids.gov.br/sites/default/files/fluxograma_deteccao_ 
anticorpos_antihiv_2anos.pdf). 
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As técnicas rotineiramente utilizadas para o diagnóstico da infecção pelo 

HIV são baseadas na detecção de anticorpos anti-HIV contra o vírus através de 

ensaio de imunoadsorção ligado à enzima (ELISA), apresentando percentuais 

superiores a 99% em relação a sensibilidade e especificidade.  Estas técnicas 

apresentam excelentes resultados, são menos dispendiosas e de escolha para toda 

e qualquer triagem inicial. Testes reagentes de ELISA deverão ser repetidos e 

confirmados. No caso de amostras positivas, as mesmas devem ser confirmadas 

pela metodologia de Western Blot (WB), que é capaz de identificar anticorpos p24, 

gp41 e gp120/gp160 do HIV (GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004; MANAVI, 2006; BRASIL, 

2009). Durante a janela imunológica, período que compreende entre a infecção pelo 

vírus e a evolução da resposta humoral culminando com a produção de anticorpos, 

poderão ocorrer resultados falso-negativos para os testes de detecção de anticorpos. 

Considera-se para a janela imunológica um tempo de três meses, ressaltando, 

porém, que já existem testes que conseguem fazer a detecção de anticorpos anti-

HIV em até três semanas após contrair a infecção (GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004; 

MANAVI, 2006).  

As outras duas técnicas de diagnóstico baseadas na detecção direta das 

proteínas ou do genoma (DNA ou RNA) viral são aplicadas quando os exames 

sorológicos são indeterminados ou quando a detecção de anticorpos não é possível 

como no diagnóstico de infecção aguda (quando ainda não foi desenvolvida uma 

resposta imune adaptativa especifica frente ao vírus) e no diagnóstico da 

transmissão vertical (quando há a transmissão passiva dos anticorpos maternos 

pela placenta) (Ministério da Saúde, 2013b). Desta forma, os testes moleculares 

p a r a detecção de ácidos nucleicos são principalmente utilizados na triagem de 

doadores de sangue com o objetivo de aumentar a segurança do sangue e de 

hemoderivados, e no diagnóstico da infecção em crianças entre 2 e 24 meses de 

vida (Portaria n°488/98/SVS/MS de janeiro de 2000). 

 

1.9. TERAPIA ANTIRRETROVIRAL ALTAMENTE ATIVA (HAART) 

 A HAART, composta por uma combinação de pelo menos três antirretrovirais, 

resulta no controle da carga viral a níveis indetectáveis (<50 cópias/mL), permitindo 

a reconstituição do sistema imunológico, reduzindo a ocorrência de doenças 

oportunistas e melhorando a qualidade de vida dos indivíduos (LIN et al., 2011). De 
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acordo com os dados do Ministério da Saúde, 734 mil pessoas viviam com o HIV/aids 

no Brasil em 2013, e 355 mil pessoas faziam uso da HAART. Até o momento, 28 

antirretrovirais foram aprovados pela agência americana de regulação, Food and 

Drug Administration (FDA) e atuam bloqueando diferentes etapas do ciclo do HIV 

incluindo: inibidores da transcriptase reversa, análogos de nucleosídeos e 

nucleotídeos (ITRN), inibidores não nucleosídeos da transcriptase reversa (ITRNN), 

inibidores de protease (IP), inibidores de integrase, inibidores de fusão e inibidores 

de entrada (ARTS & HAZUDA, 2012; HARTMAN & BUCKHEIT, 2012). 

 As mutações ocorridas durante o processo de replicação viral podem originar 

variantes virais com susceptibilidade reduzida aos antirretrovirais. As mutações de 

resistência selecionadas após o uso da terapia antirretroviral são designadas como 

mutações de resistência adquiridas (ADRM, do inglês, acquired drug resistance 

mutations), enquanto aquelas presentes antes do início da terapia antirretroviral são 

classificadas como mutações de resistência transmitidas (TDRM, do inglês, 

transmited drug resistance mutations) (FANALES-BELASIO et al., 2010). Esta 

denominação corresponde com a hipótese de que indivíduos virgens de tratamento 

que carregam mutações de resistência aos antirretrovirais provavelmente foram 

infectados por cepas virais resistentes selecionadas em indivíduos que já foram 

submetidos a terapia antirretroviral. 

 O uso generalizado da terapia antirretroviral no Brasil desde 1996 conduziu a 

um aumento substancial no surgimento e transmissão de estirpes de HIV que 

carregam mutações de resistência a um ou mais agentes antirretrovirais. De acordo 

com estudos que caracterizaram indivíduos virgens de tratamento infectados pelo 

HIV provenientes de diferentes regiões do Brasil, a taxa global de TDRM aumentou 

de 6,6% para 12,2% ao longo dos últimos 10-15 anos (ALENCAR et al., 2013; 

BRINDEIRO et al., 2003; INOCENCIO et al., 2009; SPRINZ et al, 2009). 

 A resistência adquirida ou transmitida representa um desafio para o controle 

da infecção pelo HIV-1, uma vez que pode reduzir a eficácia da terapia de primeira 

linha. Neste sentido, o monitoramento da prevalência de ADRM e TDRM é uma 

ferramenta fundamental para o acompanhamento dos indivíduos sob terapia 

antirretroviral assim como para o estudo da transmissão de estirpes de HIV 

resistentes na população, respectivamente. 

 Quando a prevalência de TDRM numa população atinge um valor superior a 

15%, a UNAIDS preconiza a implementação do teste de genotipagem pré-tratamento 
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para orientar a escolha do regime de HAART, reduzindo o risco de fracasso do 

tratamento em pessoas com vírus resistentes. O método mais usado para detecção 

de cepas do HIV-1 resistentes aos antirretrovirais é o teste genotípico que determina 

o nível de sensibilidade/resistência às diferentes classes de inibidores da população 

viral majoritária presente em cada paciente, por meio de sequenciamento genético 

do gene alvo da terapia antirretroviral e subsequente aplicação de um algoritmo de 

interpretação (SHAFER et al., 2001). 

 

 

  



34 
 

 

2. JUSTIFICATIVA 

A implementação de uma técnica in house para detecção direta do ácido 

nucleico do HIV pode ser importante para a confirmação da infecção pelo vírus em 

situações específicas tais como: exames sorológicos indeterminados, diagnóstico de 

infecção aguda e diagnóstico de transmissão vertical. 

A subsequente caracterização molecular do vírus, particularmente dos genes 

alvos da terapia antirretroviral, permite gerar informações a respeito da diversidade 

genética do HIV assim como da prevalência de mutações de resistência aos 

antirretrovirais em populações de indivíduos virgens de terapia e em terapia. 

 A diversidade genética do HIV representa um importante desafio para o 

desenvolvimento de vacinas enquanto que o monitoramento de transmissão de 

estirpes resistentes aos medicamentos é extremamente importante para um país como 

o Brasil, que fornece tratamento antirretroviral gratuito para cerca de 200 mil indivíduos 

infectados pelo HIV, muitos dos quais têm baixos níveis de educação e pouca adesão 

ao tratamento. 

A prevalência das diferentes variantes genéticas do HIV-1 assim como a 

prevalência de TDRM varia de forma importante entre as diferentes cidades e regiões 

do Brasil. A epidemia de Aids no Brasil tem sido estudada principalmente nos grandes 

centros urbanos das regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde a epidemia encontra-

se estabilizada. Existe, no entanto, pouca informação a respeito das características 

genéticas do HIV e da prevalência de TDRM na região Norte do país, onde a 

expansão da epidemia e a introdução de terapia antirretroviral são mais recentes. O 

Estado do Amapá, localizado no extremo Norte do país, constitui ainda um ponto 

geográfico singular, tanto pelo relativo isolamento dos maiores centros urbanos do país 

como pelo intenso fluxo migratório que ocorre pela fronteira com a Guiana Francesa. 

Desta forma, o Amapá pode servir como uma importante porta de entrada para a 

transmissão de novas formas genéticas do HIV-1. Considerando estes fatores, 

pesquisas fazem-se necessárias para identificar as variantes genéticas do HIV 

circulantes no Estado do Amapá assim como para monitorar a prevalência de TDRM 

na população local. 
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3. OBJETIVOS 
 

     3.1  OBJETIVO GERAL: 

Aplicar metodologias moleculares “in-house” para diagnóstico e 

caracterização molecular do HIV em uma população de indivíduos com sorologia 

positiva para HIV e virgens de tratamento no Estado do Amapá. 

 

    3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Avaliar o desempenho de metodologias moleculares “in-house” previamente 

estabelecidas para detecção do HIV no conjunto de amostras provenientes de 

indivíduos virgens de tratamento do Estado do Amapá. 

 Determinar a diversidade genética da epidemia de HIV no Estado do Amapá. 

 Calcular a prevalência de TDRM no Estado do Amapá e a probabilidade de 

falha da terapia de primeira linha nos indivíduos virgens de tratamento do 

Estado do Amapá. 

 Avaliar a importância de implementar o teste de genotipagem pré-tratamento 

no LACEN-Amapá. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 POPULAÇÃO DE ESTUDO 

Trata-se de um estudo descritivo e transversal de uma população de indivíduos 

portadores do HIV procedentes do Serviço de Assistência Especializada do Amapá 

(SAE-AP). Foram incluídos no estudo, 113 indivíduos virgens de terapia 

antirretroviral que realizaram os exames de contagem de células TCD4+ e carga 

viral entre outubro de 2013 e maio de 2014. Destes 113 indivíduos, foram 

excluídos os que possuíam idade abaixo de dois anos de idade. Este projeto 

foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz sob o 

número CAAE: 35785214.5.1001.5248. 

 

4.2  COLETA DAS AMOSTRAS 

As amostras de sangue foram coletadas via punção venosa a vácuo no SAE-

AP e encaminhadas ao Laboratório Central de Saúde Pública do Amapá (LACEN- 

AP) em dois tubos de 5 mL contendo ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

como anticoagulante. As amostras foram posteriormente processadas no Laboratório 

de Carga Viral do LACEN-AP para a realização de exames de carga viral e contagem 

de linfócitos T-CD4⁺/CD8⁺. O excedente de sangue total foi aliquotado em dois tubos 

estéreis de 1 mL, identificados conforme um código alfanumérico, e armazenados 

em refrigerador com temperatura de -20°C. As amostras foram posteriormente 

encaminhadas para o Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular (LABAIDS) do 

Instituto Oswaldo Cruz (IOC) para a realização da extração e amplificação do DNA 

viral utilizando metodologia de genotipagem in house já padronizada pelo LABAIDS 

, assim como para a subsequente caracterização molecular do vírus (ANEXO A). 

 

4.3  EXTRAÇÃO E AMPLIFICAÇÃO DO DNA VIRAL 

O DNA celular foi extraído a partir do sangue total utilizando-se o QIAamp 

DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), conforme indicação do fabricante. O DNA 

viral integrado no genoma (provírus) foi posteriormente amplificado pela metodologia 

de nested PCR com amplificação de um fragmento de aproximadamente 1,200 pb do 

gene pol do HIV. Os iniciadores externos utilizados foram G17S/MMRT6 e como 

iniciadores internos MMRT5/MMRT10 (Tabela 1). A duas etapas da PCR foram 
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realizadas em volume final de 50µL cada, contendo 1X GeneAmp PCR buffer 

(Tris-HCl pH 9,0; 50mM NaCl; 5mM MgCl2, Applied Biosystems, EUA), 2,5mM de 

MgCl2 (Invitrogen, EUA), 0,3mM de dNTPs (Invitrogen, EUA), 0,35µM de cada 

iniciador (senso e antissenso) para cada etapa (Tabela 1), 1,5U de AmpliTaq DNA 

Polymerase (Applied Biosystems, EUA), 5µl do DNA de cada amostra, e água DEPC 

(Invitrogen, EUA) até o volume final de 50µL. As condições de ciclagem foram 

idênticas para as duas etapas: 3 ciclos de 97°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 

72°C por 2 minutos, seguidos por 32 ciclos de 95°C por 45 segundos, 55°C por 1 

minuto e 72°C por 2 minutos; e uma fase final de extensão de 72°C por 10 minutos. 

Para análise amplificação do fragmento de 1200pb, foram aplicados 5uL do produto 

da segunda reação mais 1uL do corante azul de bromofenol [azul de bromofenol 28%, 

EDTA 10mM pH8,0 e sacarose 40%] em gel de agarose 1% corado com brometo de 

etídeo 0,001%. As amostras foram submetidas à eletroforese (80 Volts por 1 hora e 

30 minutos) utilizando TBE1x [Tris-HCl 1M, Ácido bórico 1M e EDTA 20mM] como 

tampão de corrida. Todas as reações foram monitoradas com uso de controles 

positivos e negativos. 

 

Tabela 1. Iniciadores utilizados na amplificação e sequenciamento do gene pol 
do HIV. 

Iniciador Sequência (5’ 3’) Etapa 

G17S AAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGA 
PCR 1º Round 

MMRT6 TTTTACATCATTAGTGTGGG 

MMRT10 CAGGCTAATTTTTTAGGGAA PCR 2º Round e 

sequenciamento MMRT5 TAAATTTGATATGTCCATTG 

RT4 AGTTCATAMCCCATCCA 

Sequenciamento 
RT9 GTACAGTRTTAGTAGGACCTACA 

LR51 ATGTGGTATTCCTAATTGAACYTCC 

SEQRT GGATGGAAAGGATCACCAGCAA 

 
 

4.4 SEQUENCIAMENTO DAS REGIÕES PR E RT DO GENE pol DO HIV. 

        Os produtos de PCR foram purificados para o uso nas reações de 

sequenciamento pelo método cromatográfico, com o uso de colunas de purificação 

utilizando-se o IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE 

Healthcare, Inglaterra) seguindo as recomendações do fabricante.  

         O sequenciamento das regiões PR e RT do gene pol do HIV (posições 2253- 

3272 do HXB2) foi realizado utilizando-se o kit BigDye Terminator v.3.1 (Applied 



38 
 

 

Biosystems, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. Para a reação de 

sequenciamento de cada amostra foram utilizados seis iniciadores (Tabela 1) com 

concentração final de 0,2µM e aproximadamente 30ng de DNA purificado. As 

condições de termociclagem de sequenciamento foi de: 25 ciclos de 96°C por 30 

segundos, 50°C por 20 segundos e 60°C por 4 minutos. As amostras foram 

posteriormente encaminhadas para a Plataforma de Sequenciamento do Instituto 

Oswaldo Cruz e sequenciadas no sequenciador automático ABI Prism 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, USA). 

 

4.5  CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DO HIV 

As sequências de nucleotídeos do HIV obtidas foram editadas usando o  

software SeqMan 4.0 (DNASTAR Inc, EUA), e posteriormente alinhadas. Para a 

realização do alinhamento das sequências foi utilizado o programa ClustalW incluído 

no pacote MEGA 4.0 (TAMURA,PETERSON D, PETERSON N, 2011). A 

determinação do subtipo viral foi realizada com o uso do software online REGA HIV 

Automated Subtyping Tool v2.0 (http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/) (DE 

OLIVEIRA, DEFORCHE, CASSOL, 2005).  

A prevalência de TDRM foi calculada utilizando a ferramenta online 

Calibrated Population Resistance (CPR) v6.0 que utiliza o painel de vigilância de 

mutações de resistência primária de 2009 disponível na base de dados da 

Universidade de Stanford: HIV Drug Resistance Database 

(http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi) (GIFFORD, LIU, RHEE, 2009). (Figura 14) 

 

  

http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/)%20(DE%20OLIVEIRA%20et%20al,%202005).
http://www.bioafrica.net/rega-genotype/html/)%20(DE%20OLIVEIRA%20et%20al,%202005).
http://cpr.stanford.edu/cpr.cgi
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Figura 14. Fluxograma do desenho experimental do presente projeto. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERÍSTICAS LABORATORIAIS E EPIDEMIOLÓGICAS DOS 

INDIVÍDUOS. 

A mediana do número de células TCD4+ da presente casuística foi de 370 

células/µl distribuída da seguinte forma: 35% com menos de 200 células/µl, 31% com 

201-500 células/µl, e 34% com mais de 500 células/µl. A mediana de carga viral (RNA) 

plasmática da casuística analisada foi de 12.138 cópias/ml distribuída da seguinte 

forma: 15% abaixo de 1.000 cópias/ml, 31% entre 1.000-10.000 cópias/ml, 29% entre 

10.001-100.000 cópias/ml, e 25% acima de 100.000 cópias/ml. 

A maior parte dos indivíduos incluídos no presente estudo eram do sexo 

masculino (62%) (Figura 12) e estão agrupados nas faixas etárias de 20-29 anos 

(33%) e de 30 a 39 anos (31%) (Figura 13). A média de idade da população de estudo 

foi de 33 anos (intervalo de 15 a 72 anos), com valores similares para homens (média 

de 31 anos, intervalo de 15 a 72 anos) e mulheres (média de 34 anos, intervalo de 17 

a 56 anos). As distribuições por sexo e faixa etária observadas nos indivíduos 

reproduzem as distribuições observadas para o total da população de indivíduos 

diagnosticados com HIV no Estado do Amapá no período de 2007 a 2013, segundo 

dados da Coordenação de DST/Aids e Hepatites Virais (Figuras 15 e 16). 

 

Figura 15. Distribuição dos indivíduos infectados pelo HIV-1 quanto ao sexo analisados na nossa 
casuística (LACEN-AP) e notificados na Coordenação DST/AIDS no Amapá durante o período 2007-

2013. 
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Figura 16. Distribuição por faixa etária dos indivíduos infectados pelo HIV-1 analisados na presente 
casuística (LACEN-AP) e notificados na Coordenação DST/AIDS no Amapá durante o período 2007-

2013. 

 

 
 

No presente estudo foram incluídos indivíduos que residiam em 12 dos 16 

municípios do Amapá, incluindo nove das 10 cidades do Amapá com maior número 

de habitantes (Figura 17). Aproximadamente dois terços (76%) dos indivíduos 

incluídos neste estudo foram provenientes da região Metropolitana, que inclui a capital 

Macapá e o município vizinho de Santana (Figura 15). Estes são os municípios que 

concentram a maior parte da população do estado (75%), assim como a maior parte 

dos indivíduos diagnosticados com HIV (82%) segundo informação da coordenação 

de DST/aids e Hepatites Virais do Amapá (Figura 18). Quando comparada com a 

população do estudo, foi observada uma proporção maior de indivíduos provenientes 

da região Sul do estado, enquanto a região Norte estaria ligeiramente sub-

representada da presente casuística. 
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Figura 17. Distribuição geográfica dos indivíduos HIV-positivos incluídos no estudo segundo o 
município de residência. 

 

 
 

 
Figura 18. Distribuição por município de residência dos indivíduos infectados pelo HIV-1 analisados 

na nossa casuística (LACEN-AP) e notificados na Coordenação DST/AIDS no Amapá durante o 
período 2007-2013. 
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virgens de terapia incluídos no estudo teria indicação de tratamento antirretroviral 
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comprometer a eficácia de um futuro tratamento antirretroviral. A alta proporção 

homem/mulher (1,6) observada no momento da investigação sugere também que a 

população masculina do Amapá apresenta um risco de infecção pelo HIV mais 

elevado do que a população feminina, o que poderia estar relacionado a uma maior 

exposição dos homens ao vírus e/ou a uma menor preocupação no que se diz respeito 

à proteção da infecção. Finalmente, estas análises indicam que a casuística incluída 

neste estudo representa uma amostra representativa da população de indivíduos 

infectados pelo HIV no estado do Amapá no que refere a sexo, faixa etária e 

distribuição geográfica. 

 

5.2  AMPLIFICAÇÃO DO GENE POL DO HIV 

Um fragmento de aproximadamente 1.200 nucleotídeos do gene pol do HIV foi 

amplificado pela metodologia de NESTED-PCR, a partir do DNA viral integrado no 

genoma celular (provírus). Das 113 amostras analisadas, 97 (86,0%) tiveram um 

produto amplificado do tamanho esperado (Figura 19). Este percentual de positividade 

obtido para as amostras do Amapá é comparável ao descrito para outros estudos 

desenvolvidos no Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular utilizando a mesma 

metodologia de NESTED-PCR em coortes de indivíduos com sorologia positiva para 

HIV provenientes do Rio de Janeiro (88-91%) (Velasco de Castro, 2006; Pilotto, 2008) 

e Santa Catarina (82%) (GRAFF, 2011). 

 

Figura 19. Eletroforese em gel de agarose para análise dos produtos da amplificação por PCR do 
gene pol do HIV. MW (marcador de peso molecular), Cn (controle negativo), Cp (controle positivo), 

41-59 (amostras amplificadas). 
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A falta de reatividade da PCR para amplificação do DNA proviral a partir de 

indivíduos com sorologia positiva para o HIV podem ser explicadas por: 

1) Falha durante a extração do DNA. O DNA das amostras negativas foi extraído e 

amplificado simultaneamente com o DNA de amostras positivas o que descartaria 

qualquer problema no processo de extração do DNA. No entanto, seria necessária a 

realização de uma PCR controle para amplificação de genes do hospedeiro para 

descartar completamente qualquer problema na integridade do DNA extraído. 

2) Falha na etapa de anelamento dos iniciadores ao DNA alvo. Os iniciadores usados 

na NESTED-PCR in house foram desenvolvidos para detectar todos os subtipos do 

HIV-1, e particularmente aqueles mais prevalentes na população brasileira. No, 

entanto, polimorfismos pontuais podem afetar a eficiência de anelamento e novas 

PCR com outros conjuntos de iniciadores deverão ser realizadas para descartar esta 

hipótese. 

3) Carga proviral abaixo do limite de detecção da técnica. Indivíduos com um maior 

controle natural da replicação viral apresentam baixos níveis de RNA plasmático e de 

DNA proviral, dificultando a detecção do vírus. No entanto, o valor de mediana assim 

como o intervalo de carga viral plasmática observado para o grupo de indivíduos com 

PCR positiva (média 11.873 cópias/ml, mínimo 40 cópias/ml, máximo 2.4 x 106 

cópias/ml) foram similares aos observados no grupo com PCR negativa (média 7.044 

cópias/ml, mínimo 124 cópias/ml, máximo 215.086 cópias/ml) (Figura 20). Isto sugere 

que a baixa carga proviral não seria o principal fator responsável pela falta de 

amplificação na NESTED-PCR. 
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Figura 20. Mediana, intervalos interquartis 25-75, mínimo e máximo de carga viral plasmática nos 
grupos de indivíduos com PCR positiva e negativa. 

 

 

 

5.3 DIVERSIDADE GENÉTICA DO HIV-1 NO AMAPÁ 

A análise das 97 amostras amplificadas revelou a presença dos subtipos B, C 

e F1, assim como formas recombinantes BF1, BC e CRF02_AG. A forma genética 

mais prevalente do HIV-1 na população do Amapá foi o subtipo B (74%), seguido pelo 

subtipo F1 (15%), BF1 (8%), C (1%), BC (1%) e CRF02_AG (1%) (Figura 21A). As 

variantes B, F1 e BF1 foram detectadas tanto na metropolitana (Macapá e Santana), 

bem como nas pequenas cidades do interior do Estado. O subtipo C e o CRF02_AG 

foram detectados na capital Macapá, ao passo que a variante BC foi detectada na 

cidade mais setentrional do Brasil, Oiapoque, localizada na fronteira com a Guiana 

Francesa. 
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Figura 21. Distribuição dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1 estimados para a população de 
Amapá no presente trabalho (A) e no estudo de Machado et al (2009) (B). 

 

 

A diversidade viral detectada no Amapá no presente trabalho é comparável com 

aquela encontrada nas grandes metrópoles brasileiras das regiões Sudeste, Centro-

Oeste e Nordeste onde a epidemia de HIV é também caracterizada pelo predomínio 

dos subtipos B, F1 e recombinantes BF1 (ALENCAR et al, 2013; BELLO, SOARES, 

SCHRAGO, 2011; BRINDEIRO et al, 2003; INOCENCIO et al, 2009; SPRINZ et al, 

2009). A diversidade genética detectada na presente investigação é muito mais 

elevada do que a previamente descrita por Machado e colaboradores (2009) numa 

população de indivíduos com sorologia positiva para o HIV recrutados no Amapá em 

2002 (Figura 18B). A diferença encontrada com o estudo anterior pode ter resultado 

de: 

1) Diferenças no tamanho da casuística analisada. O estudo de Machado e 

colaboradores analisou um número muito menor de indivíduos (n = 35) quando 

comparado ao estudo sob análise (n = 97) o que pode ter dificultado a detecção de 

variantes minoritárias como subtipo C e recombinantes BC e CRF02_AG. 

2) Diferenças nos fragmentos do HIV-1 analisados. O estudo de Machado e 

colaboradores analisou fragmentos gênicos das regiões pol (290 nucleotídeos) e env 

(500 nucleotídeos) de tamanho muito menor ao fragmento de pol analisado no 

presente estudo (1.200 nucleotídeos), que demostrou ser o fragmento mais 

apropriado para detecção de genomas recombinantes do HIV (PASSAES et al, 2009). 

3) Um aumento da diversidade genética da epidemia de HIV-1 no Amapá ao longo 

do tempo. A diversidade genética da epidemia no Amapá pode ter se incrementado 

na última década como consequência de uma contínua introdução de novas variantes 

A B 
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oriundas de outros estados ou até de outros países para o Amapá. 

O subtipo C e os recombinantes BC são as formas genéticas do HIV-1 mais 

prevalentes nos estados da região Sul do Brasil. Alguns estudos anteriores tinham 

demonstrado uma expansão destas variantes para estados das regiões Sudeste, 

Centro-Oeste, Nordeste e Norte (GRAF & PINTO, 2013) o que vem a ser corroborado 

pelo presente estudo. Este estudo também confirma a circulação no Amapá da 

variante CRF02_AG que é altamente prevalente na África Ocidental e Central, mas 

raramente detectada no Brasil. A variante CRF02_AG foi anteriormente detectada em 

alguns poucos indivíduos do Rio de Janeiro (DELATORRE et al, 2012; EYER-SILVA 

& MORGADO, 2007; VELASCO DE CASTRO et al, 2014) e São Paulo (FERREIRA 

et al, 2013; SANABANI et al, 2011) e num único indivíduo de Belém, Pará (MACHADO 

et al, 2009). 

 

5.4 RELAÇÃO ENTRE CARACTERÍSTICAS EPIDEMIOLÓGICAS DOS INDIVÍDUOS 

E DIVERSIDADE GENÉTICA DO HIV-1 

 O estudo da distribuição das variantes do HIV em relação aos dados 

epidemiológicos dos pacientes revelou uma maior proporção do subtipo B em 

mulheres (83%) do que em homens (69%) (Figura 22), em indivíduos com menos de 

25 anos (83%) do que em indivíduos com mais de 35 anos (68%) (Figura 23), e em 

indivíduos do interior do Estado (86%) do que indivíduos da região Metropolitana 

(71%) (Figura 24). 

 

Figura 22. Distribuição do subtipo B e formas não-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em indivíduos 
de sexo masculino e feminino. 
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Figura 23. Distribuição do subtipo B e formas não-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em 
indivíduos com diferentes faixas etárias. 

 

 

 

Figura 24. Distribuição do subtipo B e formas não-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em 
indivíduos provenientes da região metropolitana (Macapá/Santana) e de outras cidades  

do interior do Estado. 

 

 

 

Quando os fatores epidemiológicos foram analisados de forma combinada foi 

observado que a proporção do subtipo B na região metropolitana diminuiu de 100% 

entre mulheres jovens para 59% entre homens maiores de 35 anos (Figura 25).  

Este resultado sugere que o subtipo B seja a principal variante genética 

associada à disseminação do HIV entre indivíduos jovens heterossexuais, enquanto 

que as variantes não-B estariam mais associadas a redes de transmissão entre 

homens que fazem sexo com homens (HSH) mais velhos. O tamanho da casuística 

em estudo, no entanto, não permite uma comparação estatística apropriada e algumas 

das diferenças observadas poderiam resultar de variações estocásticas devido ao 

pequeno tamanho amostral. Para comprovar a hipótese anteriormente formulada será 
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necessário determinar o subtipo do HIV em um maior número de indivíduos de 

diferentes categorias de exposição do Estado do Amapá. 

 

Figura 25. Distribuição do subtipo B e formas não-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em homens 
e mulheres de diferentes faixas etárias provenientes da região metropolitana (Macapá/Santana). 

 

 

 

 

5.5 ANÁLISES DE RESISTÊNCIA TRANSMITIDA 

A partir das sequências das regiões PR/RT foi analisada a presença de TDRM 

para ITRN, ITRNN e IP utilizando a ferramenta online Calibrated Population 

Resistance (CPR) v6.0. Dentre todas as sequências analisadas, apenas uma mutação 

de resistência a ITRNN (K103N) foi detectada em um único paciente levando a uma 

redução da suscetibilidade de 3-10 vezes para nevirapine, de 1-5 vezes para 

efavirenz, e de duas vezes para etravirine e rilpivirine. Nenhuma mutação de 

resistência aos ITRN e IP foi detectada na população de estudo. O nível 

extremamente baixo de TDRM (1%) observado no Amapá contrasta claramente com 

pesquisas mais recentes que mostraram um nível intermediário/elevado (5-20%) de 

TDRM em cidades de médio e grande porte do Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro 

e São Paulo), Norte (Pará e Tocantins), Nordeste (Recife e Piauí) e Centro-Oeste 

(Brasília, Goiânia e Mato Grosso) (ALENCAR et al, 2013; CARDOSO, 

QUEIROZ,STEFANI, 2009; CARVALHO et al, 2011; FERREIRA et al, 2011; 2013; 

INOCENCIO et al, 2009; MOURA et al, 2015; SPRINZ et al, 2009) (Figura 26). 
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Figura 26. Comparação da taxa de TDRM estimada em indivíduos provenientes de diferentes 
estados do Brasil. 

 

 

A baixa taxa de TDRM observada no Amapá pode estar associada a: 

1) Alta ou baixa adesão ao tratamento antirretroviral nos indivíduos em terapia o 

que levaria a uma baixa frequência de falha virológica ou a uma baixa pressão seletiva 

de mutações de resistência, respectivamente. 

2) Baixo número de indivíduos em tratamento como consequência de um baixo 

acesso a TARV ou a uma introdução mais tardia da TARV em áreas localizadas longe 

dos principais centros urbanos brasileiros. Neste caso, seria de esperar um aumento 

na taxa de TDRM com o tempo no estado do Amapá, como tem sido observado em 

outros estados brasileiros. 

Estes dados reforçam a necessidade de um melhor acompanhamento da 

população de pacientes em terapia antirretroviral no Amapá. Portanto, conhecer o 

número de indivíduos em tratamento antirretroviral, o tempo médio de tratamento, a 

proporção de indivíduos tratados com falha virológica, e a prevalência de mutações 

de resistência adquirida nos indivíduos tratados será de fundamental importância para 

entender as principais causas da baixa taxa de TDRM observada neste estudo no 

Estado do Amapá. 
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6. CONCLUSÕES 
 

• A metodologia de NESTED-PCR in-house mostrou uma eficiência elevada 

(86%) na amplificação do vírus a partir de amostras de sangue periférico 

provenientes de indivíduos virgens de tratamento do Estado do Amapá. 

• A complexidade genética da epidemia do HIV-1 no Amapá é muito elevada e 

comparável à descrita nas grandes cidades brasileiras, caracterizada pela co-

circulação de subtipos B, F1, C e diversas formas recombinantes, incluindo subtipos 

B/F1, B/C e A/G. 

• A alta complexidade genética do HIV-1 detectada no Amapá é consistente com 

múltiplas introduções independentes do vírus no Estado. 

• A epidemia de HIV no Amapá caracteriza-se por uma das mais baixas taxas de 

TDRM (1%) descrita até o momento no Brasil. 

• Não existe a necessidade de se implantar o teste de genotipagem pré-

tratamento no LACEN-Amapá, mas reforça a importância de manter uma vigilância 

epidemiológica continua para detecção de futuros aumentos na prevalência de TDRM 

no Amapá. 
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ANEXO A – POP GENOTIPAGEM DE PROTOCOLO IN HOUSE. 
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ANEXO B – PORTARIA Nº 29, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2013. 
  

   
   

Aprova o Manual Técnico para o Diagnóstico da Infecção pelo HIV em Adultos e  
Crianças e dá outras providências.  
 
O SECRETÁRIO DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, no uso das atribuições que lhe 
confere o art. 55, do Anexo ao Decreto nº. 8.065, de 7 de agosto de 2013, e  
 
Considerando a necessidade de se criar alternativas para a ampliação do acesso ao 
diagnóstico da infecção pelo HIV, em atendimento aos princípios da equidade e da 
integralidade da assistência, bem como da universalidade de acesso aos serviços de 
saúde do Sistema Único de Saúde (SUS);  
 
Considerando que a identificação dos indivíduos infectados pelo HIV é importante 
porque permite o tratamento, o acompanhamento precoce nos serviços de saúde e 
a melhora na qualidade de vida;  
 
Considerando que a definição do estado sorológico de um indivíduo infectado pelo 
HIV é fundamental para sua proteção, controle da infecção e da disseminação do 
vírus;  
 
Considerando que não existem testes laboratoriais que apresentem 100% (cem por 
cento) de sensibilidade e de especificidade, e que resultados falso-negativos, falso-
positivos, indeterminados ou discrepantes podem ocorrer na prática diária entre os 
distintos testes;  
 
Considerando que existem vários fluxogramas estabelecidos de acordo com o 
avanço científico e com a experiência mundial consolidada, que permitem o 
diagnóstico correto da infecção pelo HIV, por meio da combinação dos diferentes 
testes disponíveis no mercado; e  
 
Considerando que para o diagnóstico da infecção pelo HIV faz-se necessária a 
avaliação conjunta da história clínica e do risco de exposição do indivíduo à infecção 
concomitantemente ao resultado laboratorial, que irá orientar as decisões e a 
conclusão diagnóstica. E ainda, que a ocorrência de resultados indeterminados ou 
falso positivos é maior particularmente em gestantes e/ou portadores de algumas 
enfermidades autoimunes, resolve:  
   
Art. 1º Aprovar o Manual Técnico para o Diagnóstico da Infecção pelo HIV em Adultos 
e Crianças, disponível no endereço eletrônico www.aids.gov.br, que contém os 
fluxogramas recomendados para diferentes cenários e situações que se adequem à 
pluralidade de condições e à diversidade de serviços de saúde públicos e privados.  
 
Parágrafo único. O Manual Técnico para o Diagnóstico da Infecção pelo HIV em 
Adultos e Crianças será revisto semestralmente e atualizado à luz dos avanços 
científicos por um comitê composto por profissionais de notório saber.  
   
Art. 2º Fica definido que as amostras podem ser de soro, plasma, sangue total, 
sangue seco em papel filtro, fluido oral ou de outros fluidos que tenham eficácia 
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diagnóstica cientificamente comprovada. § 1º Todas as amostras devem ser 
coletadas e testadas em  
conformidade com o que é preconizado pelo fabricante do conjunto diagnóstico a ser 
utilizado.  
 
§ 2º É vedada a mistura de amostras (pool) para a utilização em qualquer teste 
laboratorial que tenha o objetivo de diagnosticar a infecção pelo HIV.  
   
Art. 3º Todos os produtos para diagnóstico de uso in vitro, reagentes e insumos 
utilizados para o diagnóstico da infecção pelo HIV devem possuir registros vigentes 
na Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), de acordo com o disposto na 
Resolução RDC nº 302/ANVISA, de 13 de outubro de 2005, suas alterações, ou outro 
instrumento legal que venha a substituí-la.  
   
Art. 4º Deve ser exigida a apresentação de um documento oficial do indivíduo 
submetido à coleta de amostra, que deverá ser conferido, tanto no momento do 
registro no serviço de saúde, quanto no momento da coleta da amostra.  
Parágrafo único. Fica assegurada a testagem anônima, entretanto o indivíduo deverá 
ser informado no momento da coleta que não será fornecido resultado por escrito.  
   
Art. 5º Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicação.  
   
Art. 6º Fica revogada a Portaria/SVS/MS nº 151, de 14 de outubro de 2009, publicada 
no Diário Oficial da União nº. 198, de 16 de outubro de 2009, Seção 1, págs. 4044.  
   

JARBAS BARBOSA DA SILVA JÚNIOR 
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ANEXO C – ARTIGO PUBLICADO 
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