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RESUMO

A epidemia de HIV-1 no Brasil constitui um fenbmeno dinamico e complexo composto
por um mosaico de sub-epidemias regionais com um padrdo heterogéneo de
prevaléncia de distintas formas genéticas do virus assim como de mutagcbes de
resisténcia transmitida aos antirretrovirais (TDRM). H& pouca informagé&o disponivel
sobre o perfil epidemiolégico molecular do HIV-1 no Norte do Brasil. Neste trabalho
foi analisada a aplicabilidade de uma metodologia “in-house” para diagndstico e
caracterizagdo molecular do DNA do HIV-1 associado a células de sangue periférico.
Foram analisados 113 individuos virgens de tratamento, e com sorologia positiva para
o HIV provenientes de diferentes municipios do Estado do Amapa. Foi possivel
amplificar e sequenciar os genes que codificam para a protease e para a transcriptase
reversa viral em 97 (86%) dos 113 individuos analisados. A determinacé@o do subtipo
viral revelou que o clado mais prevalente do HIV-1 no Amapa 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 unico paciente
da nossa populacdo de estudo. Concluiu-se que a metodologia in-house utilizada
neste trabalho pode ser aplicada com sucesso na vigilancia epidemiolégica molecular
da epidemia de HIV-1 no estado do Amapa. Este estudo revelou ainda que, a epidemia
de HIV-1 no Amapa se caracteriza por um alto nivel de diversidade genética,
comparavel ao observado nas principais cidades brasileiras, e uma baixa prevaléncia
de TDRM (1%). Consequentemente, segundo as diretrizes da ONUSIDA néo se faz
necessario a implementacdo do teste de genotipagem de mutacfes de resisténcia
antes da introducdo da terapia antirretroviral na populacao de individuos infectados

pelo HIV-1 no Amapa.

Palavras — chaves: HIV, epidemiologia molecular, resisténcia aos antirretrovirais,

Amapa, 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-naive HIV-1-infected
individuals from different municipalities in the state of Amapa. 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 Amapa 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 Amapa. This study also revealed that the HIV-1 epidemic in
Amapa 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 Amapéa
according to the UNAIDS guidelines.

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

Amapa, Brazil.
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1. INTRODUGCAO
1.1. CONTEXTO HISTORICO E EPIDEMIOLOGIA

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é o agente etioldgico responsavel
pela Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids). A Aids teve seu
reconhecimento oficial no inicio da década de 1980, quando o Centro de
Prevencdo e Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos da América
notificou os primeiros casos de imunodeficiéncia associada a pneumonia e
sarcoma de Kaposi em jovens homossexuais masculinos dos estados de Nova York
e Califérnia que eram previamente saudaveis (CDC, 1981; CDC, 1982). Esse
episadio levou & comunidade cientifica a conclusdo que se tratava de uma
doenca, ainda desconhecida e de possivel etiologia infecciosa e transmissivel
gue ocasionava um grande numero de mortes. Até 1983, as principais rotas de
transmissdo da nova sindrome (sexual, parenteral e vertical) jA haviam sido
tracadas.

Em 1983, surgiram as primeiras indicagfes de que o agente causador da
Aids era um retrovirus, quando o grupo de pesquisa do Dr. Luc Montagnier
detectou, na Franca, a atividade da enzima transcriptase reversa em uma cultura
de células T obtidas da biépsia de linfonodo de um jovem homossexual com
linfadenopatia (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). A evidéncia final de que o retrovirus
isolado era o agente causador da Aids e ndo uma infec¢cdo oportunista foi
demonstrada no ano seguinte nos EUA, pelo grupo de pesquisa do Dr. Robert Gallo
(POPOQVIC et al., 1984; SARNGADHARAN et al., 1984).

Em 1986, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) recomendou o
termo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), reconhecendo-0 como um novo
retrovirus capaz de infectar seres humanos.

A epidemia de HIV/aids continua a ser um dos grandes desafios para a saude
global e representa um fendmeno dinamico, com apresentagcdo de diferentes
tendéncias variando de acordo com o grupo populacional, pais ou regido
afetados (Figura 1). Segundo o Programa Conjunto das Nac¢Oes Unidas sobre
HIV/aids (UNAIDS), 36,9 milhdes de pessoas viviam com HIV/aids e 1,2 milhdes
morreram de causas associadas a aids no mundo inteiro até o final de 2014
(UNAIDS, 2015).
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Figura 1. Niumero estimado de adultos e criancas vivendo com HIV nas diferentes regiées
geograficas do mundo. Fonte: Adaptado de UNAIDS, 2015.
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1.2. EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO BRASIL

Os primeiros casos notificados no Brasil comecaram a partir de 1980 e em
1983 o primeiro caso de Aids no sexo feminino. A partir de 1984, o Brasil comecou
a estruturacdo dos programas de saude ao controle da Aids, tendo como ponto de
partida o estado de S&o Paulo. Em 1986, houve a criagao do Programa Nacional de
DST e Aids do Ministério da Saude. Desde entdo, como descritos a seguir,
comegam a acontecer fatos historicos e importantes (MACEDO, 2010).

1985 — Liberacdo do primeiro teste anti-HIV para o diagndstico da Aids.
Nesse periodo comega a se utilizar o termo “comportamento de risco” ao invés de
“grupos de risco”.

1986 — Criag&o do Programa Nacional de DST e Aids (PN DST/Aids).

1987 — Utilizacdo do medicamento AZT (Zidovudina) em pacientes com Aids,
diminuindo a multiplicagdo do virus HIV. Antes dessa data, esse medicamento era
empregado em pacientes com cancer. A Organizagao das Nac¢des Unidas designa
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o dia 1° de dezembro como o Dia Nacional de Combate a Aids.

1988 — Formagcao do Sistema Unico de Satde (SUS).

1991 — Aquisicdo e distribuicdo dos antirretrovirais séo introduzidas
gratuitamente pelo Ministério da Saude do Brasil.

1993 — Producao do AZT no Brasil e uma ampla propalagcéo da transmissao
heterossexual do HIV.

1994 — Demonstracdo por meio de estudo, que o medicamento AZT
(Zidovudina) promoveu uma reducdo na transmissdo vertical (mde para filho)
durante a gravidez e parto. Definicdo do diagnéstico em criancas.

1995 — Novas drogas antirretrovirais sao encontradas, dentre as quais 0s
inibidores de protease (PI).

1996 — Reducédo das taxas de mortalidade e um numero crescente de casos
em mulheres.

1997 — Ocorre implantacdo da Rede Nacional de Laboratorios.

1998 — O TARV, popularmente chamado de “coquetel” no Brasil, fez com que
alguns dos pacientes obtivessem um resultado de carga viral indetectavel no
sangue, durante a fase de tratamento.

1999 — Decresce em 50% o0 numero de mortes ocorridas em pacientes com
Aids.

2000 — O Continente Africano € o mais atingido mundialmente: 17 milhdes
morrem com Aids, onde 3,7 milhdes eram criancas e 8,8% dos adultos
apresentavam-se contaminados pelo virus.

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 Saude, 2014a). A taxa de incidéncia brasileira encontra-se
estabilizada nos ultimos cinco anos em 20/100.000 habitantes.

A epidemia de HIV/Aids no Brasil apresenta tendéncias de “juvenizagao” e
“feminizagdo”. Dessa forma, observa-se um aumento crescente no numero de
infeccbes em mulheres jovens de 15 a 24 anos (Ministério da Saude, 2011a). A
epidemia de HIV/aids no Brasil apresenta também uma tendéncia de
“‘interiorizagcao”, tendo ocorrido uma disseminacdo do virus desde as grandes
metrépoles das regides Sudeste e Sul para as outras regides distantes do epicentro
da epidemia (Ministério da Saude, 2013) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuicdo espacial das pessoas vivendo com HIV/aids (PVHA) vinculadas ao
servigo publico de saude no Brasil. Fonte: MS/SVS/Departamento de DST, Aids e Hepatites
Virais / Casos registrados no Siscel e no Siclom até 31/12/2012.
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Registrou-se na Ultima década uma diminuicdo na taxa de incidéncia na
regido Sudeste (de 24,5 para 17,6 casos por 100 mil habitantes), uma
estabilizacdo na regido Sul (de 27,1 para 28,8 casos por 100 mil habitantes) e
um aumento nas regifes 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 Saude, 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Taxa de deteccéo de aids (por 100 mil habitantes) segundo regido de residéncia 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.
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Esse acentuado aumento da incidéncia nas regides Norte e Nordeste pode
refletir o aumento da transmissao viral, assim como uma ampliagdo do acesso ao
diagndstico pela populacao através da implantacéo dos testes de triagem, como por
exemplo o “teste rapido”, nas areas de dificil acesso.

1.3. EPIDEMIA DE HIV/AIDS NO AMAPA

O Estado do Amapa faz parte da vasta regido Amazénica e esta localizado
no extremo norte do Brasil, fazendo fronteira com a Guiana Francesa. Segundo o
altimo Censo realizado em 2010, o estado possui uma area de 142.814,585 kmz2 e
uma populagéo estimada em 669.526 habitantes, dos quais 499.466 residem nos
municipios de Macapa e Santana.

Desde 1988, ano do primeiro caso de Aids notificado no Amapa, até
junho de 2014, o estado notificou um total de 1.596 casos de aids (Ministério
da Saude, 2014a) (Figura 4).
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Figura 4. Numero de casos de Aids no Amapa segundo o ano de diagndstico. 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.
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Em 2013, a taxa de incidéncia de aids no estado foi de 28,6/100.000
habitantes, comparavel com a taxa média da regido Norte (26,1/100.000
habitantes) e acima da taxa média registrada no Brasil (20,4/100.000

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

Figura 5. Taxa de deteccéo de aids (por 100 mil habitantes) segundo Unidade de Federacdo e
capital de residéncia. 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 periodo, observa-se que a epidemia no Estado vem tomando
uma tendéncia a juvenizacao, feminizacao e interiorizacdo, ja que a maioria dos
casos de Aids descritos no Estado até 1996 estavam restritos ao municipio de
Macapd, casos de aids j& sdo notificados nos dezesseis municipios do Estado
(Ministério da Saude, 2011b). Até 2002, o diagndstico do HIV era restrito na capital,
Macapa. Com a implantacdo da testagem rapida para o HIV e Sifilis para gestantes
dentro do Projeto Nascer-Maternidades, houve um grande avango no
conhecimento da tendéncia da expanséo da epidemia em todo o Estado (Figura
6).

Figura 6. Numero de casos de HIV com resultado reagente no teste rapido
(Imunocromatografico) nos 16 municipios do Estado do Amapa no ano de 2013. Fonte:
Coordenacédo de DST/Aids do Estado do Amapa.
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Segundo a Coordenagdo Estadual de DST/Aids, até abril de 2014 foram
cadastrados no Servico de Assisténcia Especializada do Amapa (SAE-AP) 1.592
pessoas, entre pacientes assintomaticos e pacientes com quadro de Aids
(Ministério da Saude, 2014b). Deste total, 335 (21%) pessoas receberam terapia
antirretroviral. Ndo hé informacéo se para os demais individuos (79%) ndo h&

indicacao da terapia antirretroviral ou se ndo conseguiram acessar 0 Servico.

1.4. MORFOLOGIA DO HIV

Apresentando uma forma esférica, o HIV-1 possui um envelope externo
lipoproteico com origem a partir da membrana externa da célula hospedeira, com
100 nanémetros (nm) de diametro em média, simetria icosaédrica; 0 genoma viral
apresenta na sua constituicdo &cido 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.
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Fonte: MACEDO, 2010.
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Resultado de transmissfes zoonoticas diferentes do virus da
imunodeficiéncia de simios (SIV) para humanos, o HIV-1 e o HIV-2 distinguem-
se por suas sequencias nucleotidicas, origem e relacdes filogenéticas com
outros SIV (HAHN et al.,2000).

Possuindo 9,8 Kilobases (Kb), o genoma do HIV-1 apresenta nove genes
e duas regides nas suas extremidades 5e 3° nomeadas sequéncias de
repeticdo terminal (LTR), nas quais estdo presentes os elementos de controle
para integracao, transcricdo e poliadenilacdo do RNA mensageiro (mMRNA).
Divididos em dois grupos, existem o0s genes que codificam as proteinas
estruturais (gag, pol e env) e os que codificam as proteinas nao estruturais (tat,
ver, nev, vif, vpu e vpr) (MUESING et al., 1985) (Figura 8).

Figura 8: Representacdo esquematica do genoma do HIV-1.
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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 unidao da proteina gp120 do
envelope viral com a molécula de superficie CD4 (proteina tipo imunoglobulina
expressa na superficie de células T e macréfagos primarios) (MELO, BRUNI e
FERREIRA, 2006) (Figura 9). Posterior a essa fuséo inicial, a alga V3 (principal
regido imunodominante do HIV, levando a formacdo de anticorpos
neutralizantes e atuando como alvo da resposta celular citotoxica) da proteina
gpl20 fica exposta e habilitada para a ligacdo com co-receptores (receptores
de citosinas). ApOs esta juncdo, a proteina gp41 regula o processo de fusdo


http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html
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das membranas celular e viral por meio de uma regido peptidica N-terminal
hidrofobica com grande quantidade de glicina (GROTO e PARDINI, 2006;
PECANHA, 2002). Ao adentrar no citoplasma celular, ocorre o processo de
transcricao reversa através da enzima viral transcriptase, que resulta na sintese
de uma molécula de DNA de fita dupla. Ap6s o DNA viral ser sintetizado, ele é
transportado até o nucleo 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 virus pode manter-se em laténcia, nao
havendo transcricdo do DNA viral em RNAm viral, ou o DNA celular pode ser
transcrito, ocorrendo a produgdo de RNAm viral (GROTO e PARDINI, 2006).
Os RNAm virais vao ser traduzidos no citoplasma, gerando novas proteinas
virais. Posteriormente, ocorre a montagem do virus nas proximidades da
membrana celular gerando particulas imaturas que durante e/ou apdés o
processo de brotamento através da membrana celular, sofrem um processo de
maturacao (clivagem das poliproteinas gag e gag-pol pela protease viral). Este
processo de maturacdo é fundamental para que os virions liberados sejam

capazes de infectar novas células de forma produtiva (PECANHA, 2002).
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Figura 9: Representa¢éo esquematica do ciclo replicativo do HIV.
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1.6. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus e se divide em
dois tipos: o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 e tipo 2 (HIV-1 e HIV-2).
Enquanto o HIV-1 é o responsavel pela pandemia de aids, o HIV- 2 esta restrito
principalmente ao Oeste Africano. Estudos filogenéticos e evolutivos indicam que
o HIV-1 e o HIV-2 emergiram a partir de transmissdes zoondticas independentes
do Virus da Imunodeficiéncia de Simios (SIV) de primatas ndo humanos para
humanos, provavelmente na regido da Africa 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 responsavel pela pandemia de aids
e estima-se que tenha sido introduzido na populacdo 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 nameros (Al-A5, F1-F2), e diversas formas recombinantes circulantes (CRFs)
e formas recombinantes uUnicas (URFs) entre os subtipos (ROBERTSON et al.,
2000).

O subtipo mais prevalente a nivel global é o subtipo C (responsavel por
guase metade das infec¢cbes em todo o mundo), seguido pelo subtipo A (prevalente
nos paises do leste Africano), subtipo B (de maior prevaléncia na América, Europa
e Oceania), 0 CRF02_AG (prevalente na Africa Ocidental) e o CRFO01_AE
(prevalente no Sudeste Asiatico) (HEMELAAR et al., 2011) (Figura 10).

Figura 10. Distribuicdo global dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1.
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Fonte: (HEMELAAR et al., 2011).
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1.7. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DO HIV NO BRASIL E NO AMAPA

As variantes genéticas do HIV-1 mais prevalentes no Brasil séo os subtipos B,
C, F1 e formas recombinantes entre eles (BF1 e BC) (BELLO et al., 2011).
Na maioria das regides do Brasil, a variante de HIV-1 mais prevalente é o
subtipo B (responsavel por 75 a 90% das infeccfes), seguido pelo subtipo F1 e
formas recombinantes BF1 (responsaveis 10 a 25% das infec¢cfes). Na regido
Sul, no entanto, predomina o subtipo C e formas recombinantes BC que em
conjunto séo responsaveis por mais de 50% das infec¢cbes, seguidos pelo subtipo
B (Figura 11).

Figura 11. Distribuigéo dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1, nas distintas regides do
Brasil.
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Existem poucos estudos sobre a diversidade genética do HIV-1 no extremo
Norte do Brasil, e particularmente no Estado do Amapa. O unico estudo publicado
até o momento no Amapa descreve a diversidade genética nos genes env e pol em
um numero restrito de individuos da cidade de Macapa (MACHADO et al., 2009).
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Segundo este trabalho, foi observado um predominio do subtipo B (88%) no

Estado, indicando desta forma que o Amapéa segue o mesmo perfil epidemioldgico

encontrado em quase todas as regibes do Brasil.

1.8. HISTORIA NATURAL E DIAGNOSTICO DA INFECCAO PELO HIV

Os individuos infectados pelo HIV evoluem para uma grave disfuncdo do

sistema imunologico a medida que vao sendo destruidos os linfocitos TCD4*, umas

das principais células alvo do virus. O espectro clinico da infeccdo pelo HIV, no

entanto, € amplo e complexo, podendo ser dividido em trés etapas: fase aguda,
fase assintomatica, e fase aids (SIMON, HO E KARIM, 2006) (Figura 12).

Figura 12. Curso clinico, imunoldgico e virolégico tipico da infeccdo pelo HIV-1.
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Fonte: Adaptado de Simon, Ho e Karim (2006).
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A fase inicial ou fase aguda da infec¢cdo pelo HIV ocorre apos a infeccao

pelo virus, e assemelha-se clinicamente a 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 replicacéo

intensa do virus que leva a um aumento exponencial da viremia plasmatica,

atingindo um pico de carga viral apds 21-28 dias a partir da infeccao inicial.

Esta fase, conhecida como janela imunolédgica, caracteriza-se por niveis de
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anticorpos indetectaveis no soro contra as proteinas do HIV (MANAVI, 2006; LEVY,
2009).

Apoés a viremia observada na fase aguda, segue-se uma reducdo da carga
viral por volta de 12 a 20 semanas ap0s o inicio da infeccdo em decorréncia da
ativacdo da resposta imune celular especifica contra o virus. Isto leva a uma
estabilizacdo da carga viral (ou “set point” viral) que marca o inicio da fase crbnica
da infeccédo, caracterizada por uma laténcia clinica (auséncia de sintomas). No inicio
da fase assintomatica, de seis semanas a seis meses ap0s a infeccédo, ocorre
a soroconversado que se caracteriza pela deteccdo no soro de anticorpos contra as
principais proteinas do HIV que séo codificadas pelos genes gag, pol e env.

Durante a fase assintomatica que pode prolongar-se em média entre sete a
10 anos, os individuos infectados ndo apresentam sintomas, mas ha replicacéao
continua do virus predominantemente nos tecidos linféides e uma queda na contagem
de células T CD4*. Nos estagios finais da infec¢do, ocorre um aumento da carga
viral plasméatica e o aparecimento da aids no individuo, com febre prolongada (> 1
més), fadiga, perda ponderal, diarreia e infeccbes oportunistas como pneumonia por
Pneumocystis carinii, criptosporidiase, ou encefalite por Toxoplasma gondii. As
infec¢des oportunistas ocorrem geralmente quando ha imunossupresséao profunda e

sdo raras antes da contagem de linfocitos TCD4* cair para menos de 200

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

Como a infeccdo pelo HIV pode ou ndo ter expressado clinica durante a
fase aguda e apresenta um longo periodo assintoméatico, é de grande relevancia o
entendimento da dindmica da variacdo da carga viral e de outros marcadores
imunoldgicos (anticorpos anti-HIV e numero de linfocitos T CD4*) ao longo do tempo
visando o diagnostico da infeccdo pelo HIV. Os testes para deteccao da infeccéo
pelo HIV sé&o divididos basicamente em trés grupos: 1) deteccdo de anticorpos frente
ao virus, 2) deteccao de antigenos virais, e 3) detec¢do do genoma do virus.

O diagnéstico laboratorial do HIV no Brasil passou a ser normatizado pelo
Ministério da Saude por meio da Portaria 151/2009, de 14 de outubro de 2009 que
determina um conjunto de procedimentos em sequéncia para detec¢do de anticorpos
anti-HIV em individuos com idade acima de 2 anos (Ministério da Saude, 2013b)
(Figura 13). Essa Portaria preconiza a realizagdo de triagem com duas ou trés
etapas de confirmacdo soroldgica e determina ainda o uso do teste rapido para o
diagnostico da infeccdo pelo HIV em situacdes especiais. Posterior a Portaria
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151/2009, surge a Portaria N° 29 de 17 de dezembro de 2013 que revoga a portaria
acima citada e aprova o Manual Técnico para o Diagnéstico da Infeccao pelo HIV em
Adultos e Criancas (ANEXO B).

Figura 13. Fluxograma para detecgdo de anticorpos anti-HIV em individuos com idade

acima de 2 anos.
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Fonte: Ministério da Saude (http://www.aids.gov.br/sites/default/files/fluxograma_deteccao
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As técnicas rotineiramente utilizadas para o diagnéstico da infeccdo pelo
HIV sdo baseadas na detec¢do de anticorpos anti-HIV contra o virus através de
ensaio de imunoadsorcao ligado a enzima (ELISA), apresentando percentuais
superiores a 99% em relacdo a sensibilidade e especificidade. Estas técnicas
apresentam excelentes resultados, sdo menos dispendiosas e de escolha para toda
e qualquer triagem inicial. Testes reagentes de ELISA deverdo ser repetidos e
confirmados. No caso de amostras positivas, as mesmas devem ser confirmadas
pela metodologia de Western Blot (WB), que € capaz de identificar anticorpos p24,
gp41 e gp120/gp160 do HIV (GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004; MANAVI, 2006; BRASIL,
2009). Durante a janela imunoldgica, periodo que compreende entre a infec¢ao pelo
virus e a evolucdo da resposta humoral culminando com a producéo de anticorpos,
poderdo ocorrer resultados falso-negativos para os testes de deteccéo de anticorpos.
Considera-se para a janela imunolégica um tempo de trés meses, ressaltando,
porém, que ja existem testes que conseguem fazer a deteccdo de anticorpos anti-
HIV em até trés semanas ap0s contrair a infeccdo (GUPTA, V.; GUPTA, S., 2004;
MANAVI, 2006).

As outras duas técnicas de diagnoéstico baseadas na deteccdo direta das
proteinas ou do genoma (DNA ou RNA) viral sdo aplicadas quando os exames
soroldgicos sdo indeterminados ou quando a detec¢éo de anticorpos nao € possivel
como no diagnostico de infec¢do aguda (quando ainda ndo foi desenvolvida uma
resposta imune adaptativa especifica frente ao virus) e no diagnostico da
transmissao vertical (quando ha a transmissao passiva dos anticorpos maternos
pela placenta) (Ministério da Saude, 2013b). Desta forma, os testes moleculares
para deteccdo de acidos nucleicos sao principalmente utilizados na triagem de
doadores de sangue com o objetivo de aumentar a seguranca do sangue e de
hemoderivados, e no diagndstico da infecgcdo em criangas 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 combinagao de pelo menos trés antirretrovirais,
resulta no controle da carga viral a niveis indetectaveis (<50 copias/mL), permitindo
a reconstituicdo do sistema imunoldgico, reduzindo a ocorréncia de doencas

oportunistas e melhorando a qualidade de vida dos individuos (LIN et al., 2011). De
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acordo com os dados do Ministério da Saude, 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 agéncia americana de regulacdo, Food and
Drug Administration (FDA) e atuam blogueando diferentes etapas do ciclo do HIV
incluindo: inibidores da transcriptase reversa, analogos de nucleosideos e
nucleotideos (ITRN), inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (ITRNN),
inibidores de protease (IP), inibidores de integrase, inibidores de fuséo e inibidores
de entrada (ARTS & HAZUDA, 2012; HARTMAN & BUCKHEIT, 2012).

As mutagOes ocorridas durante o processo de replicagdo viral podem originar
variantes virais com susceptibilidade reduzida aos antirretrovirais. As mutag¢des de
resisténcia selecionadas apds 0 uso da terapia antirretroviral sdo designadas como
mutacOes de resisténcia adquiridas (ADRM, do inglés, acquired drug resistance
mutations), enquanto aquelas presentes antes do inicio da terapia antirretroviral sdo
classificadas como mutacbes de resisténcia transmitidas (TDRM, do inglés,
transmited drug resistance mutations) (FANALES-BELASIO et al.,, 2010). Esta
denominacéo corresponde com a hipotese de que individuos virgens de tratamento
que carregam mutacdes de resisténcia aos antirretrovirais provavelmente foram
infectados por cepas virais resistentes selecionadas em individuos que ja foram
submetidos a terapia antirretroviral.

O uso generalizado da terapia antirretroviral no Brasil desde 1996 conduziu a
um aumento substancial no surgimento e transmissdo de estirpes de HIV que
carregam mutacdes de resisténcia a um ou mais agentes antirretrovirais. De acordo
com estudos que caracterizaram individuos virgens de tratamento infectados pelo
HIV provenientes de diferentes regides do Brasil, a taxa global de TDRM aumentou
de 6,6% para 12,2% ao longo dos ultimos 10-15 anos (ALENCAR et al., 2013;
BRINDEIRO et al., 2003; INOCENCIO et al., 2009; SPRINZ et al, 2009).

A resisténcia adquirida ou transmitida representa um desafio para o controle
da infeccdo pelo HIV-1, uma vez que pode reduzir a eficacia da terapia de primeira
linha. Neste sentido, o0 monitoramento da prevaléncia de ADRM e TDRM é uma
ferramenta fundamental para o acompanhamento dos individuos sob terapia
antirretroviral assim como para o estudo da transmissdo de estirpes de HIV
resistentes na populacao, respectivamente.

Quando a prevaléncia de TDRM numa populacdo atinge um valor superior a

15%, a UNAIDS preconiza a implementacao 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 virus resistentes. O método mais usado para deteccao
de cepas do HIV-1 resistentes aos antirretrovirais € o teste genotipico que determina
o nivel de sensibilidade/resisténcia as diferentes classes de inibidores da populacéo
viral majoritaria presente em cada paciente, por meio de sequenciamento genético
do gene alvo da terapia antirretroviral e subsequente aplicagdo de um algoritmo de
interpretacdo (SHAFER et al., 2001).
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2. JUSTIFICATIVA

A implementacdo de uma técnica in house para deteccdo direta do acido
nucleico do HIV pode ser importante para a confirmacédo da infec¢éo pelo virus em
situacdes especificas tais como: exames soroldgicos indeterminados, diagnéstico de

infeccdo aguda e diagndstico de transmissao vertical.

A subsequente caracterizagdo molecular do virus, particularmente dos genes
alvos da terapia antirretroviral, permite gerar informacdes a respeito da diversidade
genética do HIV assim como da prevaléncia de mutacfes de resisténcia aos

antirretrovirais em populac¢des de individuos 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 transmissao de
estirpes resistentes aos medicamentos € extremamente importante para um pais como
o Brasil, que fornece tratamento antirretroviral gratuito para cerca de 200 mil individuos
infectados pelo HIV, muitos dos quais tém baixos niveis de educacao e pouca adesao

ao tratamento.

A prevaléncia das diferentes variantes genéticas do HIV-1 assim como a
prevaléncia de TDRM varia de forma importante entre as diferentes cidades e regides
do Brasil. A epidemia de Aids no Brasil tem sido estudada principalmente nos grandes
centros urbanos das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, onde a epidemia encontra-
se estabilizada. Existe, no entanto, pouca informacéo a respeito das caracteristicas
genéticas do HIV e da prevaléncia de TDRM na regido Norte do pais, onde a
expansao da epidemia e a introducdo de terapia antirretroviral sdo mais recentes. O
Estado do Amapa, localizado no extremo Norte do pais, constitui ainda um ponto
geografico singular, tanto pelo relativo isolamento dos maiores centros urbanos do pais
como pelo intenso fluxo migratério que ocorre pela fronteira com a Guiana Francesa.
Desta forma, o Amapa pode servir como uma importante porta de entrada para a
transmissdo de novas formas genéticas do HIV-1. Considerando estes fatores,
pesquisas fazem-se necessarias para identificar as variantes genéticas do HIV
circulantes no Estado do Amapé assim como para monitorar a prevaléncia de TDRM

na populacéo local.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Aplicar metodologias moleculares “in-house” para diagndstico e
caracterizagcdo molecular do HIV em uma populagédo de individuos com sorologia

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

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar o desempenho de metodologias moleculares “in-house” previamente
estabelecidas para deteccao do HIV no conjunto de amostras provenientes de

individuos virgens de tratamento do Estado do Amapa.
e Determinar a diversidade genética da epidemia de HIV no Estado do Amapa.

e Calcular a prevaléncia de TDRM no Estado do Amapa e a probabilidade de
falha da terapia de primeira linha nos individuos virgens de tratamento do

Estado do Amapa.

e Avaliar a importancia de implementar o teste de genotipagem pré-tratamento
no LACEN-Amapa.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 POPULACAO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo e transversal de uma populacdo de individuos
portadores do HIV procedentes do Servico de Assisténcia Especializada do Amapa
(SAE-AP). Foram incluidos no estudo, 113 individuos 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 individuos, foram
excluidos os que possuiam idade abaixo de dois anos de idade. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz sob o
ndamero CAAE: 35785214.5.1001.5248.

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue foram coletadas via punc¢ao venosa a vacuo no SAE-
AP e encaminhadas ao Laboratério Central de Saude Publica do Amapé (LACEN-
AP) em dois tubos de 5 mL contendo &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
como anticoagulante. As amostras foram posteriormente processadas no Laboratorio
de Carga Viral do LACEN-AP para a realizacdo de exames de carga viral e contagem
de linfécitos T-CD4*/CD8*. O excedente de sangue total foi aliquotado em dois tubos
estéreis de 1 mL, identificados conforme um cdédigo alfanumérico, e armazenados
em refrigerador com temperatura de -20°C. As amostras foram posteriormente
encaminhadas para o Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular (LABAIDS) do
Instituto Oswaldo Cruz (I0OC) para a realizacdo da extracdo e amplificacdo do DNA
viral utilizando metodologia de genotipagem in house ja padronizada pelo LABAIDS

, assim como para a subsequente caracterizacdo molecular do virus (ANEXO A).

4.3 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DO DNA VIRAL

O DNA celular foi extraido a partir do sangue total utilizando-se o QlAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Alemanha), conforme indicacéo do fabricante. O DNA
viral integrado no genoma (provirus) foi posteriormente amplificado pela metodologia
de nested PCR com amplificacdo 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 50uL cada, contendo 1X GeneAmp PCR buffer
(Tris-HCI pH 9,0; 50mM NaCl; 5mM MgCI2, Applied Biosystems, EUA), 2,5mM de
MgClI2 (Invitrogen, EUA), 0,3mM de dNTPs (Invitrogen, EUA), 0,35uM de cada
iniciador (senso e antissenso) para cada etapa (Tabela 1), 1,5U de AmpliTag DNA
Polymerase (Applied Biosystems, EUA), 5ul do DNA de cada amostra, e &gua DEPC
(Invitrogen, EUA) até o volume final de 50uL. As condi¢cdes de ciclagem foram
idénticas 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 extensao de 72°C por 10 minutos.
Para andlise amplificacdo do fragmento de 1200pb, foram aplicados 5uL do produto
da segunda reacéo 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
etideo 0,001%. As amostras foram submetidas a eletroforese (80 Volts por 1 hora e
30 minutos) utilizando TBE1x [Tris-HCI 1M, Acido bérico 1M e EDTA 20mM] como
tampdo de corrida. Todas as reacbes foram monitoradas com uso de controles

positivos e negativos.

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

Iniciador Sequéncia (5> >>3’) Etapa
G17S AAAAAGGGCTGTTGGAAATGTGGA
PCR 1° Round
MMRT6 TTTTACATCATTAGTGTGGG
MMRT10 CAGGCTAATTTTTTAGGGAA PCR 2° Round e
MMRT5 TAAATTTGATATGTCCATTG sequenciamento
RT4 AGTTCATAMCCCATCCA
RT9 GTACAGTRTTAGTAGGACCTACA .
Sequenciamento
LR51 ATGTGGTATTCCTAATTGAACYTCC
SEQRT GGATGGAAAGGATCACCAGCAA

4.4 SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES PR E RT DO GENE pol DO HIV.
Os produtos de PCR foram purificados para o uso nas reacdes de

sequenciamento pelo método cromatografico, com o uso de colunas de purificacdo
utilizando-se o lllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Inglaterra) seguindo as recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento das regides PR e RT do gene pol do HIV (posi¢cdes 2253-
3272 do HXB2) foi realizado utilizando-se o kit BigDye Terminator v.3.1 (Applied
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Biosystems, EUA), de acordo com as instru¢bes do fabricante. Para a reacdo de
sequenciamento de cada amostra foram utilizados seis iniciadores (Tabela 1) com
concentracdo final de 0,2uM e aproximadamente 30ng de DNA purificado. As
condicBes 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 automatico ABI Prism 3130 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, USA).

4.5 CARACTERIZACAO GENETICA DO HIV
As sequéncias de nucleotideos do HIV obtidas foram editadas usando o

software SegMan 4.0 (DNASTAR Inc, EUA), e posteriormente alinhadas. Para a
realizacdo do alinhamento das sequéncias foi utilizado o programa ClustalW incluido
no pacote MEGA 4.0 (TAMURA,PETERSON D, PETERSON N, 2011). A
determinacao 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 prevaléncia de TDRM foi calculada utilizando a ferramenta online

Calibrated Population Resistance (CPR) v6.0 que utiliza o painel de vigilancia de
mutacBes de resisténcia primaria de 2009 disponivel na base de dados da
Universidade de Stanford: HIV Drug Resistance Database
(http://cpr.stanford.edu/cpr.cqi) (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

Figura 14. Fluxograma do desenho experimental do presente projeto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS LABORATORIAIS E EPIDEMIOLOGICAS DOS
INDIVIDUOS.

A mediana do numero de células TCD4" da presente casuistica foi de 370
células/ul distribuida da seguinte forma: 35% com menos de 200 células/pl, 31% com
201-500 células/pl, e 34% com mais de 500 células/ul. A mediana de carga viral (RNA)
plasmatica da casuistica analisada foi de 12.138 coépias/ml distribuida da seguinte
forma: 15% abaixo de 1.000 copias/ml, 31% entre 1.000-10.000 cépias/ml, 29% entre
10.001-100.000 copias/ml, e 25% acima de 100.000 copias/ml.

A maior parte dos individuos incluidos no presente estudo eram do sexo
masculino (62%) (Figura 12) e estdo agrupados nas faixas etarias de 20-29 anos
(33%) e de 30 a 39 anos (31%) (Figura 13). A média de idade da populagéo 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 distribuicdes por sexo e faixa etaria observadas nos individuos
reproduzem as distribuicdes observadas para o total da populacdo de individuos
diagnosticados com HIV no Estado do Amapa no periodo de 2007 a 2013, segundo

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

Figura 15. Distribui¢c@o dos individuos infectados pelo HIV-1 quanto ao sexo analisados na nossa
casuistica (LACEN-AP) e notificados na Coordenacdo DST/AIDS no Amapa durante o periodo 2007-
2013.

LACEN-APR Coordenacdo®ST/AIDS-APE




41

Figura 16. Distribuicdo por faixa etaria dos individuos infectados pelo HIV-1 analisados na presente
casuistica (LACEN-AP) e notificados na Coordenacao DST/AIDS no Amapa durante o periodo 2007-

2013.
LACEN-APRI Coordenacdo@ST/AIDS-APC]
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No presente estudo foram incluidos individuos que residiam em 12 dos 16
municipios do Amapa, incluindo nove das 10 cidades do Amapa com maior nimero
de habitantes (Figura 17). Aproximadamente dois tercos (76%) dos individuos
incluidos neste estudo foram provenientes da regido Metropolitana, que inclui a capital
Macapa e o municipio vizinho de Santana (Figura 15). Estes sdo 0s municipios que
concentram a maior parte da populagéo do estado (75%), assim como a maior parte
dos individuos diagnosticados com HIV (82%) segundo informacé&o da coordenacéo
de DST/aids e Hepatites Virais do Amapa (Figura 18). Quando comparada com a
populacao do estudo, foi observada uma propor¢éo maior de individuos provenientes
da regido Sul do estado, enquanto a regido Norte estaria ligeiramente sub-

representada da presente casuistica.
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Figura 17. Distribuicdo geografica dos individuos HIV-positivos incluidos no estudo segundo o

municipio de residéncia.
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Figura 18. Distribuicdo por municipio de residéncia dos individuos infectados pelo HIV-1 analisados
na nossa casuistica (LACEN-AP) e notificados na Coordenac¢do DST/AIDS no Amapa durante o
periodo 2007-2013.
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Os dados laboratoriais sugerem que uma proporc¢do importante dos individuos
virgens de terapia incluidos no estudo teria indicacdo de tratamento antirretroviral
considerando o baixo numero de células TCD4* (66% com menos de 500 células/pl)
e alta carga viral plasmatica (54% com mais de 10.000 cépias/ml) apresentados. Esta
observacéo seria compativel com um diagndstico tardio da infeccdo pelo HIV, préximo

ou durante a fase de aids, para uma importante fraccdo dos individuos o que pode
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comprometer a efichcia de um futuro tratamento antirretroviral. A alta proporcao
homem/mulher (1,6) observada no momento da investigacado sugere também que a
populacdo masculina do Amapa apresenta um risco de infeccdo pelo HIV mais
elevado do que a populacdo feminina, o que poderia estar relacionado a uma maior
exposicdo dos homens ao virus e/ou a uma menor preocupacao no que se diz respeito
a protecao da infeccdo. Finalmente, estas analises indicam que a casuistica incluida
neste estudo representa uma amostra representativa da populacdo de individuos
infectados pelo HIV no estado do Amapa no que refere a sexo, faixa etaria e

distribuicdo geografica.

5.2 AMPLIFICACAO DO GENE POL DO HIV

Um fragmento de aproximadamente 1.200 nucleotideos do gene pol do HIV foi
amplificado pela metodologia de NESTED-PCR, a partir do DNA viral integrado no
genoma celular (provirus). 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 Amapa é comparavel ao descrito para outros estudos
desenvolvidos no Laboratério de AIDS e Imunologia Molecular utilizando a mesma
metodologia de NESTED-PCR em coortes de individuos 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 analise dos produtos da amplificacéo por PCR do
gene pol do HIV. MW (marcador de peso molecular), Cn (controle negativo), Cp (controle positivo),
41-59 (amostras amplificadas).

MW Cn CO¥1 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56057 58 59
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A falta de reatividade da PCR para amplificacdo do DNA proviral a partir de

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

1) Falha durante a extracdo do DNA. O DNA das amostras negativas foi extraido e
amplificado simultaneamente com o DNA de amostras positivas 0 que descartaria
qualquer problema no processo de extracdo do DNA. No entanto, seria hecessaria a
realizacdo de uma PCR controle para amplificacdo de genes do hospedeiro para
descartar completamente qualquer problema na integridade do DNA extraido.

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 populacdo brasileira. No,
entanto, polimorfismos pontuais podem afetar a eficiéncia de anelamento e novas
PCR com outros conjuntos de iniciadores deverao ser realizadas para descartar esta

hipoétese.

3) Carga proviral abaixo do limite de deteccao da técnica. Individuos com um maior
controle natural da replicacéo viral apresentam baixos niveis de RNA plasmético e de
DNA proviral, dificultando a deteccao do virus. No entanto, o valor de mediana assim
como o intervalo de carga viral plasmatica observado para o grupo de individuos com
PCR positiva (média 11.873 cépias/ml, minimo 40 coépias/ml, maximo 2.4 x 10°
copias/ml) foram similares aos observados no grupo com PCR negativa (média 7.044
copias/ml, minimo 124 copias/ml, maximo 215.086 copias/ml) (Figura 20). Isto sugere
que a baixa carga proviral ndo seria o principal fator responsavel pela falta de
amplificagdo na NESTED-PCR.
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Figura 20. Mediana, intervalos interquartis 25-75, minimo e maximo de carga viral plasmatica nos
grupos de individuos com PCR positiva e negativa.
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5.3 DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1 NO AMAPA

A andlise das 97 amostras amplificadas revelou a presenca dos subtipos B, C
e F1, assim como formas recombinantes BF1, BC e CRF02_AG. A forma genética
mais prevalente do HIV-1 na populacdo do Amapa 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 (Macapa e Santana),
bem como nas pequenas cidades do interior do Estado. O subtipo C e o CRF02_AG
foram detectados na capital Macapd, 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. Distribuicdo dos subtipos e formas recombinantes do HIV-1 estimados para a populacéo de
Amapa no presente trabalho (A) e no estudo de Machado et al (2009) (B).
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A diversidade viral detectada no Amapa no presente trabalho é comparavel com
aquela encontrada nas grandes metrépoles brasileiras das regiées Sudeste, Centro-
Oeste e Nordeste onde a epidemia de HIV é também caracterizada pelo predominio
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 investigacdo é muito mais
elevada do que a previamente descrita por Machado e colaboradores (2009) numa
populacao de individuos com sorologia positiva para o HIV recrutados no Amapa em
2002 (Figura 18B). A diferenca encontrada com o estudo anterior pode ter resultado
de:

1) Diferencas no tamanho da casuistica analisada. O estudo de Machado e
colaboradores analisou um numero muito menor de individuos (n = 35) quando
comparado ao estudo sob andlise (n = 97) o que pode ter dificultado a deteccao de

variantes minoritarias como subtipo C e recombinantes BC e CRF02_AG.

2) Diferencas nos fragmentos do HIV-1 analisados. O estudo de Machado e
colaboradores analisou fragmentos génicos das regiées pol (290 nucleotideos) e env
(500 nucleotideos) de tamanho muito menor ao fragmento de pol analisado no
presente estudo (1.200 nucleotideos), que demostrou ser o fragmento mais

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

3) Um aumento da diversidade genética da epidemia de HIV-1 no Amapa ao longo
do tempo. A diversidade genética da epidemia no Amapa pode ter se incrementado

na ultima década como consequéncia de uma continua introdugdo de novas variantes
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oriundas de outros estados ou até de outros paises para 0 Amapa.

O subtipo C e os recombinantes BC sé@o as formas genéticas do HIV-1 mais
prevalentes nos estados da regido Sul do Brasil. Alguns estudos anteriores tinham
demonstrado uma expanséo destas variantes para estados das regides Sudeste,
Centro-Oeste, Nordeste e Norte (GRAF & PINTO, 2013) o que vem a ser corroborado
pelo presente estudo. Este estudo também confirma a circulagdo no Amapa da
variante CRF02_AG que ¢ altamente prevalente na Africa Ocidental e Central, mas
raramente detectada no Brasil. A variante CRF02_AG foi anteriormente detectada em
alguns poucos individuos do Rio de Janeiro (DELATORRE et al, 2012; EYER-SILVA
& MORGADO, 2007; VELASCO DE CASTRO et al, 2014) e Sao Paulo (FERREIRA
et al, 2013; SANABANI et al, 2011) e num Unico individuo de Belém, Para (MACHADO
et al, 2009).

5.4 RELACAO ENTRE CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DOS INDIVIDUOS
E DIVERSIDADE GENETICA DO HIV-1

O estudo da distribuicdo das variantes do HIV em relacdo aos dados
epidemioldgicos dos pacientes revelou uma maior proporcdo do subtipo B em
mulheres (83%) do que em homens (69%) (Figura 22), em individuos com menos de
25 anos (83%) do que em individuos com mais de 35 anos (68%) (Figura 23), e em
individuos do interior do Estado (86%) do que individuos da regido Metropolitana
(71%) (Figura 24).

Figura 22. Distribuicdo do subtipo B e formas néo-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em individuos
de sexo masculino e feminino.
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Figura 23. Distribui¢cdo do subtipo B e formas ndo-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em
individuos com diferentes faixas etarias.

15-25ANOS 26-35ANOS >35 ANOS

Figura 24. Distribuicéo do subtipo B e formas ndo-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em
individuos provenientes da regido metropolitana (Macapa/Santana) e de outras cidades
do interior do Estado.

Regiao Metropolitana Interior do Estado

Quando os fatores epidemioldgicos foram analisados de forma combinada foi
observado que a proporcao do subtipo B na regido 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 a disseminacéo do HIV entre individuos jovens heterossexuais, enquanto
gue as variantes ndo-B estariam mais associadas a redes de transmissédo entre
homens que fazem sexo com homens (HSH) mais velhos. O tamanho da casuistica
em estudo, no entanto, ndo permite uma comparac¢ao estatistica apropriada e algumas
das diferencas observadas poderiam resultar de variacdes estocasticas devido ao

pequeno tamanho amostral. Para comprovar a hipotese anteriormente formulada sera




49

necessario determinar o subtipo do HIV em um maior numero de individuos de

diferentes categorias de exposi¢do do Estado do Amapa.

Figura 25. Distribui¢do do subtipo B e formas ndo-B (F1/BF1/C/BC/CRF02_AG) do HIV-1 em homens
e mulheres de diferentes faixas etarias provenientes da regido metropolitana (Macapéa/Santana).

Homens/>35 anos/Regido Metropolitana Mulheres/<25 anos/Regido Metropolitana

5.5 ANALISES DE RESISTENCIA TRANSMITIDA

A partir das sequéncias das regides PR/RT foi analisada a presenca de TDRM
para ITRN, ITRNN e IP utlizando a ferramenta online Calibrated Population
Resistance (CPR) v6.0. Dentre todas as sequéncias analisadas, apenas uma mutagao
de resisténcia a ITRNN (K103N) foi detectada em um Unico paciente levando a uma
redugdo da suscetibilidade de 3-10 vezes para nevirapine, de 1-5 vezes para
efavirenz, e de duas vezes para etravirine e rilpivirine. Nenhuma mutacdo de
resisténcia aos ITRN e IP foi detectada na populacdo de estudo. O nivel
extremamente baixo de TDRM (1%) observado no Amapa contrasta claramente com
pesquisas mais recentes que mostraram um nivel intermediario/elevado (5-20%) de
TDRM em cidades de médio e grande porte do Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro
e Sao Paulo), Norte (Para e Tocantins), Nordeste (Recife e Piaui) e Centro-Oeste
(Brasilia, Goiania 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. Comparacao da taxa de TDRM estimada em individuos provenientes de diferentes
estados do Brasil.
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A baixa taxa de TDRM observada no Amapa pode estar associada a:

1) Alta ou baixa adeséo ao tratamento antirretroviral nos individuos em terapia o
que levaria a uma baixa frequéncia de falha viroldgica ou a uma baixa pressao seletiva

de mutacdes de resisténcia, respectivamente.

2) Baixo numero de individuos em tratamento como consequéncia de um baixo
acesso a TARV ou a uma introducao mais tardia da TARV em areas localizadas longe
dos principais centros urbanos brasileiros. Neste caso, seria de esperar um aumento
na taxa de TDRM com o tempo no estado do Amapa, como tem sido observado em

outros estados brasileiros.

Estes dados reforcam a necessidade de um melhor acompanhamento da
populacdo de pacientes em terapia antirretroviral no Amapa. Portanto, conhecer o
namero de individuos em tratamento antirretroviral, o tempo médio de tratamento, a
proporcao de individuos tratados com falha viroldgica, e a prevaléncia de mutacdes
de resisténcia adquirida nos individuos tratados sera de fundamental importancia para
entender as principais causas da baixa taxa de TDRM observada neste estudo no

Estado do Amapa.
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6. CONCLUSOES

. A metodologia de NESTED-PCR in-house mostrou uma eficiéncia elevada
(86%) na amplificacdo do virus a partir de amostras de sangue periférico
provenientes de individuos virgens de tratamento do Estado do Amapa.

. A complexidade genética da epidemia do HIV-1 no Amapa é muito elevada e
comparavel a descrita nas grandes cidades brasileiras, caracterizada pela co-
circulacao de subtipos B, F1, C e diversas formas recombinantes, incluindo subtipos
B/F1, B/C e A/IG.

. A alta complexidade genética do HIV-1 detectada no Amapa é consistente com

multiplas introduc¢des independentes do virus no Estado.

. A epidemia de HIV no Amapa caracteriza-se por uma das mais baixas taxas de

TDRM (1%) descrita até 0 momento no Brasil.

. Nao existe a necessidade de se implantar o teste de genotipagem pré-
tratamento no LACEN-Amapa, mas refor¢a a importancia de manter uma vigilancia
epidemioldgica continua para deteccao de futuros aumentos na prevaléncia de TDRM

no Amapa.
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1.0 Objetivo / Campo de Aplicagao:

Determinar & descrever passo a passo as etapas de realizagio do teste de genotipagem “in house” da protease e transcriptase
reversa do HIV-1.

2.0 Siglas e Definigdes:

RNA: Acido ribonudéico

NB3: Laboratdrio Nivel de Biosseguranga 3
DTT: 1 4 Dithiothreitol

DNTP: Desoxirribonucleotideos Trifosfatados
RNA: Acido ribonudéico

cDNA: Acido desoxirribonucléico complementar
MMLYV: Moloney Munne Leukemia Virus

PCR: Reagfo da Polimerase em Cadeia
dDNTPs: Didesoxirmbonuclectideos Trifosfatados
DNA: Acido desoxirribonucléico

HIV-1: Virus da Imunodeficiencga Humana

3.0 Descricao/Procedimento:
Para amostras Clinicas e amostras controles de programa de qualidade (VQAprogram) e AEQ (Ministério da Sauide)

EXTRACAO:
3.1- Este procedimento & para ser realizado na area de Nivel de Biosseguranca 3 Area 5 (NB3 pequeno).

Procedimentos iniciais:

- Estabilizar a centrifuga a temperatura de 4°C, em todas as etapas serd usada na velocidade maxima de 14.000rpm (21.000 —
25.000g).
O RNA viral sera obtido a partir do plasma dos individuos HIV-1 positivos utilizando o método de extragio pelo Kit QlAamp Viral
RNA (QIAGEN).

Nota: A extracio & iniciada com 500pl de plasma. Centrifugar a 14.000rpm a 4°C por 60 minutos, e remover os tubos da centrifuga
assim gue o rotor parar.

Cuidadosamente, remover 360ul do sobrenadante, deixando cerca de 140ul de plasma, junto ao pellet, para assegurar a sua
integridade.

Obs: Esta etapa pode ser realizada se houver necessidade, ou seja, a amostra apresentar a carga viral abaixo de 1.000 copias/ml
para concentrar o material. Se ndo houver esta necessidade de concentracio do pellet, homogeneizar bem o plasma e inigiar a
extragio com 140l de plasma.

A extracio pelo método do Kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN) & iniciada com a ressuspenséo do carrier RNA liofilizado, caso seja a
primeira vez de utilizagio do Kit.

1- Adicionar 310pL do tampdo AVE ao frasco contendo o Camer RNA liofilizado. Homogeneizar por inversdo cuidadosamente.
Aliquotar 56pL do Carrier RNA ressuspenso em 5 tubos de eppendorf 0,5mL. Armazenar a -20°C e nfo ultrapassar 3 ciclos de
congelamento e descongelamento para cada aliquota.

2- Acrescentar ao tampio AW1 e AW2, somente na primeira utilizagio do Kit, 25mL e 30mL, respectivamente de Etanol (96-100%)
e estoca-los em temperatura ambiente.

3- Preparo do tampéo AVL contendo Carrier RNA, em todas as extragdes. Em um tubo falcon de 15ml, preparar de acordo com a
rotina a ser realizada:
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N® Amostras  Vol. Buffer  Vol. Carrier | N® Amostras Vol. Buffer Vol. Carrier
AVL(mI) RNA-AVE AVL(ml) RNA-AVE
(uh (ul)
1 0.56 56 13 7.28 728
2 1.12 11.2 14 7.84 784
3 1.68 16.8 15 8.40 84.0
4 224 224 16 8.96 89.6
5 2.80 280 17 952 952
6 3.36 336 18 10.08 100.8
7 3.92 392 19 10.64 106.4
8 4.48 448 20 11.20 112.0
9 5.04 504 21 11.76 117.6
10 5.60 56.0 22 1232 123.2
11 6.16 61.6 23 12.88 128.8
12 6.72 67.2 24 13.44 134.4
4- Pipetar em um tubo de 1,5mL, devidamente identificado, 560ul do tampdo AVL/RNA carreador e depois acrescentar ao

mesmo tubo, 140ul de plasma (centnfugado durante 60minutos juntamente com o pellet) e posteriormente vortexar de 5 a 10
segundos cada tubo para obter uma mistura homogénea.

5 Realizar um spin & depois incubar a temperatura ambiente por 10 minutos, para remogdo de goticulas na parte intema da
tampa e evitar contaminacio.

6- Adicionar 560ul de Etanol (96-100%) a amostra, vortexar 5 a 10segundos e realizar um spin.

7- Adicionar 630ul da solugio anterior 4 QlAamp spin column (acoplada a um tubo de 2mL). Realizar uma centrifugacio de
8000rpm por 1minuto & apos colocar a coluna em um novo tubo coletor de 2mL, desprezando o tubo contendo o filtrado.

8- Repetir o item 7 adicionando todo o volume restante do tubo de 1,5 mL.

9- Ainda ufilizando a QlAamp spin column e um novo tubo coletor, adicionar 500p! do Tampdo AW1 e centrifugar a 8000

rpm por iminuto. Apos, desprezar o tubo de 2mL contendo o filtrado por um novo tubo.

10- Adicionar 500ul do Tampdo AW2 e centnfugar a 14.000rpm por 3minutos. Apds, desprezar o tubo de 2mL contendo o
filtrado e substitui-lo por um novo tubo de 1,5mL ja identificado para cada amostra.

11- Adicionar, sem encostar na coluna, e direcionando a ponteira para o centro da coluna, 40ul de Tampéo AVE para eluicio.
Fechar a tampa e incubar por 1minuto. A pos centrifugar a 8000rpm por 1minuto.

12- Nao desprezar o tubo coletor de 1,5mlL e adicionar mais 40ul de Tampéo AVE e incubar por 1minuto. Apds, centrifugar a

8000rpm por 1minuto.
13- Desprezar a coluna e fechar o tubo contendo o eluido.
14- Armazenar o eluido contendo o RNA viral extraido (80ul) a -20 °C por até 72 horas ou a -70 °C por até 1 ano.

OBS: O ENA & muito instavel e sensivel a degradacdes. Mantenha-o no gelo em todas as etapas de manipulagio. Evite miltplos
descongelamentos.

—» RETRO-TRANSCRIGAO:

A reacgio de retrotrancngio é realizada no NB3.
OBS: manter o matenal no gelo durante TODO o procedimento!

Em fluxo laminar:

Nomear os tubos de 0,2mL e colocalos em gelo.
Preparar o mix 1 em um tubo de 0,5mL (fazer sempre um ponto a mais para ndo faltar material).
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Reagente (Mix1) 1 reacéo 10 reagdes 20 reacoes
Tampdo M-MLV RT 5X 4ul 40 80pl
Inibidor de RNAse (40U/ul) 1ul 10p 20p
DTT (0,1 M) 2ul 20l 40l
M-MLY Al 10 200l
Volume Final 8ul 80ul 1600l

Em um outro tubo de 0,5mL, preparar o mix 2:

Reagente (Mix 2) 1 reagao
Primer Especifico (4pmol) - MMRTE 1l
DNTP (25mM) 1l
RNA 10p
Volume Final 12ul

Aliquotar 2l do mix 2 em cada tubo de 0.2mL identificado anteriormente, e passar os tubos de 0,2mL contendo o mix 2 para a
capela de RNA, para ser adicionado 1011l do RNA de acordo com a identificagiio das amostras.

Nota: pingar o RNA na capela.

Aquecer 0 mix 2 contendo o RNA a 65°C por 5 minutos & colocar imediatamente no gelo, para evitar a formagio de estruturas

secundarias.
Adicionar 811 do mix 1 nos tubos. Homogeneizar e prosseguir para a cilclagem a baixo:
Temperatura (°C) Tempa (min)
rc 90minutos
70°c 15minutos
4°C Indeterminada

Armazenar o cDNA a -20°C.
Nota: O primeiro round do PCR pode ser realizado no NB3. Adicionar o cDNA aos tubos contendo o mix de PCR (na capela) e

selecionar no termaciclador no programa utilizado.

— REACAQ DE PCR "nested™:

Primeiro preparar os mixes de PCR 1 & 2 em uma capela ou fluxo laminar livre de amplicon (localizado no NB1) conforme
tabelas abaixo:

Nota: A reaciio de PCR 1° round pode ser realizada no NB3. Manter o material no gelo durante TODO o procedimentol

Mix (PCR 1° Round) 1 reagao 8 reacgoes

10X Taq Buffer ] 40l
MgCla (50mM) 25u 200l
dNTP (25mM) 0.6ul 4 8ul

{PCR 1) 0.7l 56u
Primers 2 (PCR 1) 0.7ul 5.6ul
H:0 DEPC 3550 284pl
Volume Final 45pl 360pl
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Mix (PCR 2° Round) 1reacao 8 reacoes

10X Taq Buffer oLl 40l

MgClz (50mM) 250 20w

dNTP (25mM) 0,61 4.8ul

Primers 1{PCR 2) 0,7l 5.6ul

Primers 2 (PCR 2) Q. 7pl 5,6

H:0 DEPC 35,501 284l

Volume Final 45ul 360pl
Jogo de primers utilizados no PCR longo & no Resgate (Fragmentos 1 e 2

PCR Longo 1 PCR Longo 2 PCR Resgate
Fragmento 1 Fragmento 2

PCR 1°* Round —MMRT6 —MMRT6 -RT12 —MMRT6
PCR 2° Round DP16 —MMRT5 MMRT10 - MMRT5 MMRT10 - RT4 POL4 -MMRTS

1) Preparo da reacdio de PCR 1: identificar de acordo com a quantidade de amostras que desejas amplificar tubos de 0,2ml, em um
tubo de 0,5ml preparar um outro mix, contendo: 4500 do mix PCR 1 e 0,3ml de Taq Platinum por amostra, ainda na érea limpa,
aliquotar 4511 deste mix (mix PCR 1 + Taq) nos tubos de 0,2ml identificados. Proceder da mesma forma para o preparo da reagio
de PCR 2 (somente mix PCR 2 + Taqg) e guarda-lo no freezer até o uso na sala de Biologia Molecular (BM).

2) Apos este preparo, em uma outra capela de DNA (localizado na sala NB3pegueno) adicionar 5ul de cDNA em seu respectivo

tubo previamente identificado.
3) Quando todos os tubos de 0,2ml estiverem contendo o mix de PCR1 + Tag + DNA a ser amplificado, coloca-los no termociclador

utilizando o programa Plafinum para a realizagdo do 1° round de PCR.

N? de ciclos Temperatura “C Tempo
1 9 2 minutos
35 94 30 segundos
55 30 segundos
72 2 minutos
1 72 10 minutos
4 indeterminado

4) Apos o término da reagdo de PCR do 1° round, levar fodos os tubos do 1% (mix PCR 1 + Tag + DNA, ja amplificado) e 2° round
{mix PCR 2 + Taq, para amplificar) para a Sala da Biclogia Molecular (BM) e pegar 51l do mix do 1° round (fora da capela) para o 2°
round (dentro da capela), fechar todos os tubos ainda dentro da capela e coloca-los no termociclador para a realizagdo do 2° round
da reacdo de PCR, com o mesmo programa anteriormente descrito.

5) Apos o término da reacdo de PCR 2° round, visualizar a amplificagio em gel de agarose 1%.

— VISUALIZAGCAQ DE AMPLIFICACAO:

1) Preparar um gel de agarose 1% em tampdo TBE 1X

2} Preencher a cuba de elefroforese com tampdo TBE 1X

3} Misturar 2pl do DNA punficado com 2ul de tampéo de comda (carregador) & 3ul de GelRed.
4y Aplicar 2pl do ©X174 no primeiro canal do gel.

5) Aplicar as amostras e os controles a partir do segundo canal do gel.
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6) Correr numa voltagem de 100-150V até que o corante migre cerca de 2cm (35 a 40 minutos).
7y  Analisar o gel na luz Ultravioleta (UV).
8) Fotografar o gel utilizando um tempo de exposicio que néo sature o filme e que mostre as diferencas de intensidade entre os

fragmentos dos marcadores de peso molecular.

— PURIFICACAO DOS PRODUTODOS AMPLIFICADOS:

Utilizando o kit GE, separar e identificar os tubos de 0.5 (armazenar o DNA); 1,5 (cortar as tampas) e os tubos coletores com as
colunas de purificacio.

Adicionar 250pl do tamp#o de captura nas colunas de purificacéo.

Adicionar 50l do DNA (produto do PCR) e homogeneizar aproximadamente 10 vezes.

Centrifugar na velocidade maxima por 1 minuto.

Descartar o contetido do tubo coletor e nZio joga-lo fora. Colocar novamente a coluna de purificagéo no tubo.

Adicionar 250yl do tampéo de lavagem nas colunas de purificagio.

Centrifugar na velocidade maxima por 1 minuto.

Descartar o tubo coletor e colocar as colunas de punficacdo nos tubos de 1,5ml.

Adicionar 50ul do tampé&o de eluigio (ou dgua bidestilada autoclavada) nas colunas de purificacdo. (Se quiser mais concentrado
ressuspender em volume menor).

Descansar por 1 minuto e centrifugar na velocidade maxima por 1 minuto para eluigio completa do DNA purificado.

Transferir o DNA para 03 tubos de 0,5ml.

Guardar no congelador até o uso na reagdo de sequenciamento.

— QUANTIFICACAO DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS:
A validagédo do procedimento de purificacéio € feita através de eletroforese em gel de agarose 1% para vernficacdo dos produtos
purificados utilizando o padrdo de peso molecular Low DNA Mass Ladder (para fragmentos menores de 2000pb). Seguindo os mesmos

passos da etapa de visualizacéo de amplificacdo. Tempo de comida: 35 a 40 minutos.

Low DNA Mass Ladder:
OBS: Para produtos maiores do que 2000bp utilizar High DNA Mass Ladder.

Table. Amcunt of DNA (ng) i each band
Wolume of Low DNA MASS Ladder
T Eoagmeal §iie 2ul 4l 8 ul

T by Sk L Volume de Low DNA Mass Ladder

1 2003 bp tiling HMing Jalvng

100ty Swg  M0mg g 2000pb 100 ng 200 ng 400 ng
e 1200pb 60 ng 120 ng 240 ng
0 0ne g e
400pb 20 ng 40 ng 80 ng

200pb 10 ng 20 ng 40ng

| 100pb 5ng 10ng 20ng

Vil Pan. O]
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— REAGCAO DE SEQUENCIAMENTO:

0 kit Big Dye Terminator ja vem com dNTPs e polimerase (assim como em uma reacio de PCR) e também os dDNTPs, que séio
marcados com fluorocromos. Esses dDNTPs ndo tm a extremidade 3'CH, logo quando sdo insendos na sequéncia sintetizada, finalizam
essa sequéncia. Os dDNTPs estio em uma concenfragio na gual, probabilisticamente, sdo capazes de seguenciar todo o fragmento
analisado.

- Separar a placa de sequenciamento (96 pogos), ou tubos de 0,2ml identificados.

- Separar as pipetas de 10pi e 201 ; e ponteiras de 10ul e 20p1

- Anotar em uma planilha a ordem das amostras a serem sequenciadas juntamente com os primers desejados. Nio se esquecendo

de idenfificar a planilha e a placa com nome e data da reagio de sequenciamento.

- Para cada amostra a ser sequenciada

+  Adicionar aos pocos ou tubos 1pl do Big Dye Terminator, que deve estar em um frasco protegido da luz (recoberto por
papel aluminio) e ser adicionado primeiramente para evitar contaminagéo,

* 15yl do Tamp&o Big Dye,

* 1ul do primer na concentragdo de Spmol (diferente do PCR, que usamos a 25pmol). Para reagio de sequenciamento dos
genes da POLIMERASE (PROTEASE e TRANSCRIPATSE REVERSA), utilizamos no sequenciamento do PCR Longo os
primers: DP11, DP16, LR49, LR54, TCTPal, POL4, SEQRT, HIP202 e MMRTRS. Para o sequenciamento do resgate no
fragmento 1 é utiizado os primers (Pol, DP16, RT9, RT4, LR50, MMRT10, SEQRT), e para o fragmento 2 os primers
(Pol4, LR54F, TCTPol, MMRT5, SEQRT).

* A quantidade do produto punficado depende da quantificagio do DNA. Utllizar 1,54l para aquelas amostras que
apresentaram de 60 a 100ng. Para as amosfras que apresentaram entre 40 e 60ng, adicionar 2,5pl; e as amostras que
anrezentarem entra 20 & 40nn adicinnar anmyimadameante 3 Bul na reacdin de semuenciamento

A validagdo da reacdo de sequenciamento sera atraves da edigdo manual das sequéncias utilizando o programa SegqMan
(DNASTAR), podemos verificar a qualidade das sequéncias geradas através de pardmetros como: tamanho da sequéncia, pureza (quando
ndo ha sobreposicdo de picos), amplitude do pico, capacidade de formar contigs correspondendo a todo o fragmento sequenciado,
verificagdo se o fragmento gerado & o esperado através do uso da ferramenta HIV Locator tool, disponivel no site

http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/L OCATE/locate.himl.

— PRECIPITACAO ALCOOLICA:
1- Preparar uma solugéio de isopropanol 75% para amostras utilizadas na versao 3.1 do Big Dye.
2- Adicionar 80pl de isopropanol 75% ao produto de seqiienciamento.
3-  Incubar a temperatura ambiente por 15minutos para que ocorra a precipitagéo.
4. Centrifugar por 4bminutos na velocidade maxima da centrifuga (para tubo 14000rpm ou para placa 4000rpm).
5 Retirar o sobrenadante sem tocar no pellet, invertendo o tubo ou a placa em papel absorvente.

6- Cenfrifugar a placa ainda invertida em papel absorvente por 1minuto a 900rpm.
POP LABAIDS-017P Genotipagem Protocolo “in house”
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7-  Deixar os tubos abertos ou coloca-los a 75°C por 5 minutos no termociclador para evaporar todo o isopropanol.
Congelar o pellet, envolvendo os tubos em papel aluminio, caso néo for prosseguir com o sequenciamento. Este pellet & estavel por cerca de
1 semana. Uma vez ressuspenso em formamida Hi-Di, a reagéo é estéavel por 48 horas, & temperatura ambiente e cinco dias na geladeira,

envolta em papel aluminio.

—» RESSUSPENSAO:
1. Ressuspender o pellet entre 10pl a 20l de formamida Hi-Di

2 Desnaturar as amostras a 95°C por 5 minutos no termociclador e coloca-las imediatamente no gelo por no minimo 1 minuto.

4.0 Nao Conformidade / Acéao Corretiva:
4 1) Qualquer procedimento realizado de forma distinta ao descrito neste POP sera considerado “n&o conformidade”.

4 2) Acéio corretiva: documentagéo da néo conformidade em cademo de protocolos.

5.0 Manutenco e validacao
A validacéo deste ensaio ocorreré nas etapas seguintes através das andlises das sequéncias obtidas na reagéo de

sequenciamento.

Valores de referéncia minimo: 1000cépias/ml.

6.0 Descricao da modificacao
Né&o houve modificacgio nesta versio do POP. Apenas novo formato.

1.0 Anexos
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Minstério da Salde @ La bAid ’

\ Laboratario de Alde o

m FIOCRUZ Imunoiogis Molecular
Fundagio Oswalde Cruz

Instituto Oswaldo Cruz

PROTOCOLO DE GENOTIPAGEM “In House™

Data da Extracio Kit Qhagen: N® lote do kat:
Operador: Exp:
ID da Amostra Data da Coleta Carga Viral
N® do Lote: Exp:

Data do preparo do mux de PCR I e I Round:

Data da RT:
Mix 1-RT Vol. p/01 Vol Data da PCRL
Amostra | Amostras
TP M-MLV 5X 4ul Val. p/ 01 Vol
RNAase Inibidor 1ul Amostra Amostras
M-MLV 1ul MIX PCRI 4511
DTT 0.1M 2ul Amostra 0_3ul
Volume Final 8ul Volume Final 50ul
Overmght: () Sim ( ) Nao
Mix 2 -RT Vol. p/01 Vol.
Amostra | Amostras Data da PCRII:
Primer Especifico 1l = . -
MMRT6 (4pmol) Vol p/ 01 Val.
dNTP 25mM 1ul Amosira Amostras
RNA 10ul MIX PCR IT 45u1
Volume Final 12ul i Amc-strg 0.3ul
Overnight () Sim ( )Nao Volume Final 50u
Overmight: { ) Sim ( ) Nio
Gel de Agarose 1% para visualizacdo de
Amplificacio Data:
Punificagiio Data: . i
Kit de purificagio: Quantificagio Data:
Lote:
Exp:

POP LABAIDS-017P Genotipagem Protocolo “in house”
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Poco: 1 2 3 4 3 6 7 8 9 10
D
Quant (ng):
Poco: 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20
1D
Quant (ng):
Data da Reacfio de Sequenciamento: Overmight: { ) Sm () Nio
Reacio de WVol. p/01 Vol. Primers Utilizados p/ Amostra:
Sequenciamento | Amostra | Amostras
Big Dye 1l DPl6 — Pol03 —
TP 5X Big Dye 1.511 DP11 « Pol04 —
Amostra ' LR51 — DP17 «—
H.O LRS54 — RT1 —
Volume Final 10ul SEQRT — LR50 —
RT4 — RT12 «—
Data do Sequenciamento: Pol01 — H1P202 —
1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12

==l it il lwile]le kg

Data da Analise/ Edicio:

Data da Montagem do Sequenciador:

Observacgoes:

Os controles de qualidade encontram-se de acordo com o esperado? ( ) Sim () Néo
Ensaio liberado? ( ) Sim ( ) Nio

POP LABAID3-017P Genotipagem Protocolo “in house™
Versdio 30 Paaina 10 de 12



Laboratdrio de AIDS & Imunologia Moleculad FIOCRUZ Reqistro de Ocoméncia & Acso Corretiva

68

Data Problema ou Descricao da Ocomancia Rubrica Descricao da Acao Corretiva ou Reparo Realizado Rubrica Data

Revisao do
Supesvisor'Commentarios:
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ANEXO B — PORTARIA N° 29, DE 17 DE DEZEMBRO DE 2013.

Aprova o Manual Técnico para o Diagndstico da Infeccdo pelo HIV em Adultos e
Criangas e da outras providéncias.

O SECRETARIO DE VIGILANCIA EM SAUDE, no uso das atribuicdes que lhe
confere o art. 55, do Anexo ao Decreto n°. 8.065, de 7 de agosto de 2013, e

Considerando a necessidade de se criar alternativas para a ampliagcdo do acesso ao
diagnéstico da infeccéo pelo HIV, em atendimento aos principios da equidade e da
integralidade da assisténcia, bem como da universalidade de acesso aos servi¢os de
salde do Sistema Unico de Saude (SUS);

Considerando que a identificacdo dos individuos infectados pelo HIV é importante
porque permite o tratamento, 0 acompanhamento precoce nos servicos de saude e
a melhora na qualidade de vida;

Considerando que a definicdo do estado sorolégico de um individuo infectado pelo
HIV é fundamental para sua protecéo, controle da infeccdo e da disseminagédo do
virus;

Considerando que nao 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 pratica diaria entre 0s
distintos testes;

Considerando que existem varios fluxogramas estabelecidos de acordo com o
avanco cientifico e com a experiéncia mundial consolidada, que permitem o
diagndstico correto da infeccao pelo HIV, por meio da combinacédo dos diferentes
testes disponiveis no mercado; e

Considerando que para o diagnéstico da infeccdo pelo HIV faz-se necesséria a
avaliacdo conjunta da histéria clinica e do risco de exposi¢ao do individuo a infeccdo
concomitantemente ao resultado laboratorial, que ira orientar as decisdes e a
conclusao diagnéstica. E ainda, que a ocorréncia de resultados indeterminados ou
falso positivos é maior particularmente em gestantes e/ou portadores de algumas
enfermidades autoimunes, resolve:

Art. 1° Aprovar o Manual Técnico para o Diagnéstico da Infeccéo pelo HIV em Adultos
e Criancas, disponivel no endereco eletronico www.aids.gov.br, que contém os
fluxogramas recomendados para diferentes cenarios e situacdes que se adequem a
pluralidade de condi¢cdes e a diversidade de servigos de saude publicos e privados.

Paragrafo unico. O Manual Técnico para o Diagndstico da Infeccdo pelo HIV em
Adultos e Criangas sera revisto semestralmente e atualizado a luz dos avangos
cientificos por um comité composto por profissionais de notério saber.

Art. 2° 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 eficacia
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diagnostica cientificamente comprovada. § 1° Todas as amostras devem ser
coletadas e testadas em

conformidade com o que é preconizado pelo fabricante do conjunto diagndstico a ser
utilizado.

§ 2° E vedada a mistura de amostras (pool) para a utilizacdo em qualquer teste
laboratorial que tenha o objetivo de diagnosticar a infecg&o pelo HIV.

Art. 3° Todos os produtos para diagnostico de uso in vitro, reagentes e insumos
utilizados para o diagnéstico da infeccao pelo HIV devem possuir registros vigentes
na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), de acordo com o disposto na
Resolucdo RDC n°® 302/ANVISA, de 13 de outubro de 2005, suas altera¢cdes, ou outro
instrumento legal que venha a substitui-la.

Art. 4° Deve ser exigida a apresentacdo de um documento oficial do individuo
submetido a coleta de amostra, que devera ser conferido, tanto no momento do
registro no servico de saude, quanto no momento da coleta da amostra.

Paragrafo Unico. Fica assegurada a testagem anénima, entretanto o individuo devera
ser informado no momento da coleta que ndo sera fornecido resultado por escrito.

Art. 5° Esta Portaria entra em vigor na data de sua publicag&o.

Art. 6° Fica revogada a Portaria/SVS/MS n° 151, de 14 de outubro de 2009, publicada
no Diario Oficial da Unido n°. 198, de 16 de outubro de 2009, Secéo 1, pags. 4044.

JARBAS BARBOSA DA SILVA JUNIOR
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Abstract

The pattern of HIV-1 subtype distribution and prevalence of transmitted drug resistance mutations (TDRM) is
heterogeneous across different Brazilian regions. Little information is available about the molecular epide-
miologic profile in Northern Brazil. HIV-1 protease (PR) and reverse transcriptase (RT) sequences were
obtained from 97 drug-naive HIV-1-infected individuals from Amapa, one of the most isolated Northern
Brazilian states, for subtype determination and analysis of drug resistance mutations. The most prevalent HIV-1
clade observed in Amapa was subtype B (74%), followed by subtype Fl (14%), BFl recombinants (8%),
subtype C (19%), CRF31_BC (1%), and CRFO2_AG (1%). Only one TDRM (K103N) was detected in a single
patient from our study population. This study reveals that the HIV-1 epidemic in Amapa is characterized by a
high level of genetic diversity comparable to that observed in major Brazilian cities, but a much lower rate of

TDRM (1%).

CCORDING TO ESTIMATIONS by the Brazilian Ministry of

Health, about 700,000 people were living with HIV
and approximately 300,000 HIV-infected individuals were
on antiretroviral therapy (ART) in Brazil in 2013.' The
AIDS Brazilian epidemic is mostly driven by HIV-1 subtypes
B, Fl, C, and recombinants forms among those subt:,vpes_'_:S
Whereas the HIV-1 subtype distribution profile has remained
relatively stable over time in Brazil, the widespread use of
ART in the country since 1996 has led to a substantial in-
crease in the emergence and transmission of HIV strains
harboring resistance mutations to one or more antiretroviral
agents. According to national-wide studies that characterized
HIV-infected treatment-naive individuals from different
Brazilian regions, the overall rate of transmitted drug resis-
tance mutations (TDRM) increased from 6.6% to 12.2% over
the past 10-15 years.>”

The relative prevalence of different HIV-1 subtypes and
TDRM could greatly vary across different Brazilian re-
gions> and molecular epidemiological data in some areas
away from the most populated urban centers are scarce.
Amapa is one of the northernmost Brazilian states, bordered
by French Guiana and Suriname to the north, the Atlantic
Ocean to the east, and the Pard state to the south and west.

Amapd 1s the second least populous Brazilian state with
734,995 inhabitants. The Amazon Rainforest occupies 90%
of the total area of Amapa and its population is highly ur-
banized, being mostly (75%) concentrated in Macapa (state
capital) and the neighboring city of Santana. By 2013, about
1,347 AIDS cases had been cumulatively reported in Amapa
since the first identification of AIDS in the state in 1988." The
incidence rate of AIDS cases in Amapd has doubled between
2001 {9.2/100,000 inhabitants) and 2012 (20.2/100,000 in-
habitants}, and is currently similar to the mean incidence rate
observed in the North region (21.0/100,000 inhabitants) and
in Brazil (20.2/100,000 inhabitants)."

There is almost no information about the molecular epi-
demiological profile of the HIV epidemic in Amapa. The only
study performed to date analyzed very short fragments (<300
nucleotides) of the envelope and/or protease genes from a
small number of patients (n < 35) with no information about
trearment stas.® The objective of this study was to perform a
comprehensive description of the HIV-1 subtypes and rate of
TDRM detected among ART-naive patients from different
regions of Amapa.

A total of 97 peripheral blood samples from HIV-1-
infected persons living in different cities through the Amapa

:Lahnr.'it{irin Central de Saide Publica do Amapd (LACEN-AP), Macapd. Brazil.
“Laboratorio de AIDS & Imunologia Molecular, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
Mnstituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
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state were collected between 2013 and 2014. Patients at-
tended the Public Health Central Laboratory (LACEN) in
Macapa/Amapi, a reference unit from the Brazilian Ministry
of Health that receives samples for monitoring of CD4™ T cell
count and plasma viral load. Inclusion criteria were patients
with a recent or chronic diagnosis of HIV-1 infection of either
sex, of any age range, and who never received ART.

Blood samples were stored at =70°C and later transported
to the Laboratory of AIDS and Molecular Immunology
(FIOCRUZ) in Rio de Janeiro for HI'V subtype and resistance
analyses. The study was approved by the Ethics Committee

of Instituto Oswaldo Cruz (Number CAAE: 35785214.5
.1001.5248).

DNA was extracted from 200 ul of total blood and an HIV-
1 pol fragment of about 1,100 nucleotides encompassing the
entire protease (PR) and part of the reverse transcriptase (RT)
(nucleotides 2253-3272 relative to the HXB2 clone) and was
amplified and sequenced as previously described.” HIV-1
genetic subtypes were initially determined with the REGA
HIV-1 Subtyping Tool 3.0 software® and later confirmed by
maximum-likelihood (ML) phylogenetic and bootscan ana-
lyses with HIV-1 reference sequences from the Los Alamos
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HIV database (ww.hiv.lanl.gov). ML trees were re-
constructed with the PhyML 3.0 program,’ using the SPR
branch-swapping algorithm for heuristic tree search and the
approximate likelihood-ratio test (alLRT) to estimate the re-
liability of the obtained tree topology. Bootscan analyses
were performed with SimPlot 3.5.1 software,'” based on 100
resamplings with a sliding window of 250 nucleotides mov-
ing in steps of 10 bases. TDRM to the nucleoside/non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI/NNRTI)
and protease inhibitors (PI) were analyzed using the Cali-
brated Population Resistance (CPR) tool available through
the Stanford University HIV Drug Resistance Database
(hup://cpr.stanford.edu/cpr.cgi)."!

Around one-third (76/97) of the HIV-infected patients
analyzed in this study lived in the city of Macapa (state
capital) and the neighboring city of Santana, whereas the
remaining patients (21/97) came from eight different small
interior cities located throughout the state. Nine of the 10
most populated cities of the Amapa state were represented
in our sample. Most patients analyzed were males (64%)
and had a median age of 33 years (15-72 years range), with
similar values for both males (31 years, 15-72 years range)
and females (34 years, 17-56 years range). The median of
CD4 T cell counts for our study population was 370 cells/ul
and was distributed as follow: 35% below 200 cells/ul, 31%
between 201 and 500 cells/pl, and 34% over 500 cells/pl.
The median RNA plasma viral load was 12,138 copies/ml
distributed in the following way: 15% below 1,000 copies/
ml, 31% between 1,000 and 10,000 copies/ml, 29% between
10,001 and 100,000 copies/ml, and 25% over 100,000
copies/ml.

The most prevalent HIV-1 clade in our sample was subtype
B (n=72, 74%), followed by subtype F1 (n=14, 14%) and
subtype C (n=1, 1%) (Fig. 1A). The remaining viruses
(n=10, 10%) were classified as intersubtype recombinant
clades. Most recombinant viruses (n=38, 8%) displayed a BF1
recombinant structure and were distributed in five indepen-
dent lineages of between one and three sequences each, none
of which branched with the BF!1 circulating recombinant
forms (CRFs_BF) previously described in Brazil (Fig. 1B).
We also identified one BC recombinant (1%) and one AG
recombinant (1%) that were classified as CRF31_BC and
CRF02_AG by REGA analysis. Consistent with this classi-
fication, the BC and AG recombinants branched with high
support with the CRF31_BC and CRF02_AG reference
strains, respectively (Fig. 1B). HIV-1 clades B, F1, and BF1
were detected in the major cities (Macapd and Santana) as
well as in the small interior ones. The subtype C and the
CRF02_AG-like variants were detected in the capital city
Macapi. whereas the CRF31_BC-like strain was detected at
the northernmost Brazilian city, Oiapoque, located in the
border with French Guiana.

The viral diversity here detected in Amapd is much higher
than that previously reported for this state by Machado et al.
(2009). which described only the circulation of subtypes B
(97%) and F1 (3%) in a population of HIV-infected patients
recruited in 2002. Such inconsistent observations among
studies may have resulted from differences in the population
size and HIV-1 gene fragments analyzed or may reflect an
increasing trend of HIV-1 diversity in Amapd over time. The
HIV-1 molecular diversity in Amapa is comparable to that
found in many major Brazilian metropolitan centers in which

the epidemic is dominated by subtype B, F1, and BF1 re-
combinants.” This study also confirms the circulation in
the northernmost Brazilian region of HIV-1 subtype C and
CRF31_BC that prevails in the southemmost Brazilian
states,”™ and of the CRF02_AG that is highly prevalent in
West and Central Africa, but was rarely detected in Brazil.
The HIV-1 complexity detected is consistent with multiple
independent introductions of HIV-1 strains into Amapa from
other Brazilian states and probably other countries.

Notably, only one TDRM to NNRTI (K103N) was de-
tected in a single patient, whereas no TDRM to NRTTI or PI
were detected in the study population. Two out of 97 HIV-1
pol sequences analyzed were excluded due to the presence of
>2 APOBEC3GF-mediated G to A mutations. The extremely
low levels of TDRM (1%) observed in Amapé clearly con-
trast with the most recent surveys that showed an interme-
diate level (5-20%) of TDRM in cities of medium and large
size from the Southeast (Minas Gerais, Rio de Janeiro and
S3o Paulo), North (Para and Tocantins), Northeast (Recife
and Piaui), and Central-West (Brasilia, Goi4nia, and Mato
Grosso) Brazilian states.*™'*'> The low rate of TDRM
observed in Amapa might be associated with a low frequency
of virological failure among treated patients, or may reflect a
low access to ART or a later introduction of ART in areas
located far from the major Brazilian urban centers.

In conclusion, the results from this study support the de-
velopment of a complex HIV-1 molecular pattern in Amapa,
one of the northernmost Brazil states, characterized by the
cocirculation of subtypes B, F1, C and diverse recombinant
forms, including subtypes B/F1, B/C, and A/G. Despite the
relative small size of the HIV-infected population, the low
spatial connectivity with other Brazilian states, and the great
distance to the major epicenters of the epidemic, the overall
genetic complexity of the HIV-1 epidemic in Amapd is
comparable to that described in major Brazilian cities. The
HIV epidemic in Amapa is also characterized by one of the
lowest rates of TDRM (1%) described to date in the country,
which does not support recommendations for pretreatment
genotypic tests in naive patients. This study reinforces the
importance of continuous monitoring of HIV-1 subtypes and
transmission of drug-resistant strains in different Brazilian
regions in order to obtain a clearer picture of the spatial
heterogeneity of the HIV epidemic in this huge country.

Sequence Data

Sequences were deposited in GenBank under accession
numbers KT737274 to KT737370.
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