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RESUMO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) ¢ caracterizado por uma ampla
diversidade genética. Dois tipos de HIV sdo reconhecidos atualmente: HIV-1 e HIV-2. O
HIV-1, responsavel pela maioria dos casos de aids no mundo, ¢ dividido em trés grupos
denominados M (Major), O (Outlier) e N (Non-M/Non-O). Para o grupo M, nove subtipos
foram identificados até o momento: A-D, F-H, J, K. Além desses subtipos, o HIV-1 também
tem sido classificado em formas recombinantes circulantes (CRFs) e formas recombinantes
unicas (URFs). No Brasil, um complexo padrdo de distribui¢do desses subtipos tem sido
descrito em suas diferentes regides geograficas. Buscando esclarecer a distribuicdo dos
subtipos de HIV-1 predominantes na cidade de Manaus, este estudo teve como objetivo
analisar amostras de sangue de individuos candidatos a doadores de sangue que apresentaram
resultados positivo ou indeterminado para HIV-1, na triagem sistemdtica para doacdo de
sangue da Fundac¢ao de Hematologia ¢ Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM). Na ocasido
da coleta, os doadores registraram a sua autorizacdo através da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido e responderam a um questionario utilizado para
investigagdo de dados epidemioldgicos. O DNA proviral extraido das amostras com
resultados indeterminado/positivo no Wersten Blot foi submetido a uma Reag¢do em Cadeia da
Polimerase em duas etapas (Nested PCR) para a confirmagdo da infec¢do pelo HIV-1. Os
produtos amplificados (regides gag, pol ¢ env) das 31 amostras reativas por PCR foram
seqlienciados e analisados por métodos filogenéticos usando o programa Phylip. Todas as
amostras indeterminadas para o teste confirmatério apresentaram padrao de amplificagdo
negativo. Das amostras reativas para HIV-I no teste confirmatério e PCR, observou-se
predominancia do sexo masculino (77,4%) e de doadores de primeira vez (67,7%). Entre os
doadores de repeticdo, 60 % apresentaram soroconversdo em até 20 meses. Do total de
amostras, identificou-se a predominancia do subtipo B (87,1%), seguida do subtipo C (6,5%),
F (3,2%) e recombinante BF (3,2%). As seqiiéncias de aminodcidos de 19 isolados foram
analisadas para a caracterizagdo da variabilidade genética da regido da al¢a V3. Dentre os
isolados do subtipo B, o tetrapeptideo mais prevalente foi o GPGR (68,4%), seguido pelo
variante brasileiro B” GWGR (15,8%). A ocorréncia do Subtipo C na regido Norte, ainda nao
foi relatada na literatura. As analises de similaridade dos isolados do subtipo C nesse estudo
demonstraram maior semelhanca destes com outros isolados brasileiros, em relagdo a isolados
de outras partes do mundo. Nossos resultados contribuem para uma melhor compreensao das
caracteristicas dos isolados do HIV-1 circulantes no Brasil, informacdes que poderdo ser
utilizados em beneficio do diagndstico, tratamento, controle da doenga e preparacdo de
vacinas.

Palavras chave: HIV-1, Subtipos, PCR, Genotipagem
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ABSTRACT

The Human Immunodeficiency Virus (HIV) is characterized by a wide genetic
diversity. Two types of HIV are recognized at present: HIV-1 and HIV-2. The HIV-I,
responsible for most of the cases of AIDS in the world, is divided in three groups
denominated M (Major), O (Outlier) and N (Non-M/Non-O), and until this moment nine
subtypes of the group M (A-D, F-H, J-K) were already identified. Beyond of those subtypes,
the HIV-1 also have been classified in circulating recombinant forms (CRFs) and unique
recombinant forms (URFs). In Brazil, a pattern complex of distribution of those subtypes has
been described in their different geographical areas. In search of elucidating the predominant
subtypes of HIV-1 in the city of Manaus, this study had as objective to analyze blood samples
of subjects that presented results positive or indeterminate for HIV, in the systematic selection
of blood donors of the Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM).
In the moment of the collect, the donors registered their authorization by the signature of the
free consent and knowledge term and they answered a questionnaire used for epidemic data
investigation. DNA proviral extracted of the samples with indeterminate/positive resulted in
Western Blot was submitted a Polimerase Chain Reaction in two stages (Nested PCR) for the
confirmation of the HIV-I infection. The amplified products (regions gag, pol and env) of the
31 samples reactivate for PCR were automatically sequencing and analyzed phylogenetically
by the Phylip program. All of the indeterminate samples for the confirmatory test presented
negative amplification pattern. Of the reactivates samples for HIV in the confirmatory test and
PCR, it was observed male predominance (77,4%) and in the donors of first time (67,7%).
Among the repetition donors, 60% presented seroconvertion in up to 20 months. Of the total
of samples, was identified the predominance of the subtype B (87,1%), following by the
subtype C (6,5%), F (3,2%) and recombinant BF (3,2%). The amino acids sequences of 19
isolated were analyzed for the genetic variability characterization of the region of the loop V3.
Among the isolated of the subtype B, the tetrapeptide more prevalente was GPGR (68,4%),
following by the Brazilian variant B" GWGR (15,8%). The Subtype C occurrence in the
North Region still was not reported in the literature. The analyses of similarity of the isolated
of the subtype C in this study demonstrated larger similarity of these with other isolated ones
brazilian, in relation to isolated in other parts of the world. Our results can contribute to a
better understanding of the characteristics of the lineages of the HIV-1 circulating in Brazil,
information that can be used in benefit of the diagnosis, treatment, control of the disease and
preparation of vaccines.

Key words: HIV-1, Subtypes, PCR, Genotyping
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida foi identificada em 1981, nos Estados
Unidos, a partir da observagao dos primeiros casos de pneumonia causada por Pneumocystis
carinii e Sarcoma de Kaposi entre pacientes homossexuais masculinos, previamente
saudaveis (GOTLIEB et al., 1981). O agente etioldgico da aids, o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), foi descrito em 1983, com a publicacdo de um artigo citando o isolamento de
um novo retrovirus a partir de um lifonodo de um paciente homossexual com multiplas
linfodenopatias (BARRE-SINOUSSI et al., 1983). Nesse momento, o virus foi classificado
como HTLVIII.

Ainda em 1983, pesquisadores franceses isolaram um novo retrovirus, identificado
como LAV (lymphadenopathy-associated virus). Em 1984, um retrovirus denominado ARV
(AlDS-associated retrovirus) foi identificado por um grupo de pesquisadores de Sdo
Francisco. A andlise das seqiiéncias desses virus, em 1985, demonstrou que eles pertenciam a
mesma familia de retrovirus e que eram muito similares. Em 1986 os trés virus (HTLVIII,
LAV e ARV) foram renomeados pelo International Committee of Viral Taxonomy (ICTV),

passando a ser denominados Human Immunodeficiency Virus (HIV) (COFFIN et al., 1986).

A identificacdo da aids e do HIV e suas marcantes conseqiiéncias produziram grande
impacto na sociedade atual. O conhecimento que o HIV pode ser transmitido por transfusao
sanguinea contribuiu decisivamente para mudangas na hemoterapia, procedendo-se a revisao
completa dos critérios e das indicagdes para o uso racional de sangue e de hemocomponentes
(APRILI et al., 2003). O risco de transmissdo do HIV por transfusdo tem sido reduzido com a

introducdo de testes moleculares baseados na detec¢do de acidos nucléicos e que, portanto,
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nao dependem da formagdo de anticorpos necessaria nos testes sorologicos.

O HIV ¢é um patogeno de grande variabilidade genética, sendo dividido em tipos e
subtipos amplamente distribuidos pelo mundo. O conhecimento sobre a epidemiologia
molecular do HIV pode auxiliar no melhor entendimento da relacdo entre a variabilidade do
virus e suas propriedades principais como: patogenicidade, antigenicidade, transmissibilidade
e disseminagdo, ou mesmo fornecer dados importantes que poderdo ser utilizados em
beneficio do diagnoéstico, tratamento, controle da doenga e preparacao de vacinas (COUTO-
FERNANDEZ et al., 2005). Uma vez caracterizados os gendtipos do HIV, torna-se mais facil
o estudo de viabilidade medicamentosa em pacientes infectados, j& que é conhecido da
literatura que individuos infectados com HIV podem responder de forma diferente ao
tratamento com drogas anti-retrovirais de acordo com o genotipo viral.

Considerando-se a auséncia de estudos sobre epidemiologia molecular do HIV na
regido Norte, assim como a importancia do monitoramento da distribuicao e da dinamica dos
diferentes subtipos de HIV, estudos conduzidos no Amazonas podem auxiliar na minimizagao
das disparidades regionais sobre o conhecimento da variabilidade genética do HIV-1, assim

como no esclarecimento dos subtipos predominantes na regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar a prevaléncia e a distribui¢cao dos subtipos do HIV-1 na populacao de
candidatos a doadores de sangue da Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas

(HEMOAM), na cidade de Manaus.

2.2 Especificos

2.2.1 Determinar a soroprevaléncia para o HIV-1 na populag¢dao de candidatos a doadores de
sangue da Fundacao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM);

2.2.2 Analisar por técnicas de biologia molecular a presenca dos genes estruturais do HIV-1
em amostras de doadores de sangue com resultados positivo ou indeterminado pelo teste
Wersten Blot;

2.2.3 Avaliar a distribuicao dos subtipos do HIV-1 por métodos filogenéticos nas amostras de

doadores de sangue PCR positivas.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Classificacao e Morfologia do HIV

O HIV pertence ao género Lentivirus e a familia Retroviridae, que compreende os
virus que utilizam a enzima transcriptase reversa para a transcricdo do RNA em DNA. Os
retrovirus do género Lentivirus, do latim lentus (lentos), receberam essa denominagdo devido
ao curso gradual da doenga que causam (DIMMOCK; PRIMROSE, 1994; JANEWAY et al.,
2002), podendo persistir e replicar-se por muitos anos antes de causar os sinais clinicos da
doenca. Esses virus atacam o sistema imunoldgico do organismo, levando a depressao da
imunidade e conseqliente aparecimento de infecgdes oportunistas.

Com base em dados da seqiiéncia do genoma viral, estudos demonstram a existéncia
de dois tipos de HIV reconhecidos atualmente: o HIV-1 e o HIV-2. Cada um dos dois tipos
divide-se em diferentes subtipos que se distinguem por suas organizagdes gendmicas e
relagdes filogenéticas. O HIV-1, responsavel pela maioria das infec¢des, ¢ dividido em trés
grandes grupos denominados M (Major), O (Outlier) e N (Non-M/Non-O) (KANDATHIL et
al., 2005).

A morfologia estrutural do HIV é comum a dos demais retrovirus. As particulas virais,
denominadas virions, possuem formato esférico com aproximadamente 110 nm de didmetro.
Os virions apresentam uma membrana lipidica de camada dupla (envelope), circulando uma
matriz protéica (p17) e o nucleocapsideo viral (FERREIRA; AVILA, 1996) (Figura 1).

O envelope contém aproximadamente 72 projecdes contendo trimeros ou tetrdmeros
de glicoproteinas. A gp120 ou proteina externa da superficie (SU) prende-se ao virus através

de interacdes com a gp41 ou proteina transmenbrana (TM) (TURNER; SUMMERS, 1999),
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ambas derivadas do precursor gpl60. Cada nucleocapsideo contém duas copias de um
genoma RNA de fita simples, que ¢ transcrito em DNA na célula infectada e integrado ao
genoma da célula hospedeira. Os nucelocapsideos também contém proteinas de membrana
(p24) e as enzimas virais transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease viral (PR)

(FERREIRA; AVILA, 1996).

Transcriptase reversa

Capsidio
P24

Figura 1. Estrutura da particula do HIV-1.
Fonte: ABBAS et al., 2005.

3.2 Organizacio Genoémica do HIV

O HIV ¢ caracterizado por um alto grau de variabilidade genética que resulta da alta
taxa de erro da transcriptase reversa e ocorréncia de eventos de recombinacdo, juntamente
com uma alta taxa de replicacao viral no hospedeiro.

O genoma completo do HIV tem aproximadamente 9,8 Kb e consiste em nove genes
flanqueados por longas seqiiéncias terminais repetitivas (LTRs) (Figura 2). Os polipeptideos
precursores das proteinas do virion sdao codificados pelas trés regides principais do genoma

viral: os genes estruturais gag, pol e env, encontrados em todos os retrovirus.



21

A organizagdo geral do genoma do HIV ¢ também semelhante a dos demais retrovirus,
exceto pela maior complexidade devido a um numero adicional de genes regulatorios e
acessorios (tat, ver, vif, vpr, vpu e nef) cujos produtos regulam a reprodugdo do virus de varias
maneiras. A diferenga genomica entre o HIV-1 e o HIV-2 esta na presenca do gene VpX no

HIV-2 (ABBAS et al., 2005; DIMMOCK; PRIMROSE, 1994).

Figura 2. Estrutura genomica do HIV-1.
Fonte: http://www.aids.harvard.edu/research/discoveries.html

O gene gag ¢ traduzido em uma poliproteina precursora denominada pS5Gag que ¢
clivada, pela protease viral, em quatro proteinas menores: a proteina da matriz formada por
unidades pl7, a proteina do capsideo formada por unidades p24 e a proteina do
nucleocapsideo formada por unidades p6 e p7.

O gene pol codifica uma poliproteina precursora das enzimas virais protease,
trascriptase reversa, € integrase. A protease, importante alvo da terapia anti-retroviral, &
responsavel pela protedlise de Gag e do Gag-Pol, necessaria para o ciclo replicativo do virus.
A transcriptase reversa ¢ responsavel pela transcricdo do RNA em DNA, ¢ a integrase pela
integracdo do cDNA viral no cromossomo celular e, consequentemente, pela persisténcia do
virus na célula.

O gene env codifica precursores (gp160) das glicoproteinas do envelope (gp120), com

sitios especificos de ligacdo aos receptores celulares, e glicoproteinas transmembranicas
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(gp41). Estas glicoproteinas possuem papel fundamental nos eventos iniciais da infecg¢ao pelo
HIV, mediando a ligagdo do virus a célula hospedeira e a fusdo das membranas viral e celular

(FERREIRA; AVILA, 1996; JANEWAY et al., 2002).

Na por¢do externa da glicoproteina do envelope gp120 existe uma regido hipervariavel
denominada alga V3. Essa regido possui de 35 a 45 aminoacidos e varia muito entre diferentes
linhagens virais. Entretanto, apresenta residuos de aminoacidos conservados em seu apice,
que compreendem os motivos GPGR ou GPGQ. Virios estudos tém demonstrado a
importancia bioldgica da heterogeneidade da alga V3 em diversas fungdes virais, como na
ligacdo com o receptor CCRS e CXCR4, e na determinacao do tropismo celular (MORGADO

etal., 1998 a; MORGADO et al., 2002 b).

3.3 Epidemiologia do HIV

O Programa Conjunto das Nagdes Unidas sobre HIV/Aids (UNAIDS) e a Organizagao
Mundial de Satde (OMS) estimam que 39,5 milhdes de pessoas sejam portadores do HIV em
todo o mundo. Deste total, 4,3 milhdes de pessoas adquiriram o virus em 2006 ¢ 2,9 milhdes

de pessoas morreram de aids nesse mesmo ano (UNAIDS/WHO, 2006).
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Furopa Oriental

Europa Ocidental e Asia Central

eg entral 1,7 Milhdes
Ameérica do Norte 740.000 (L2 - 2,6 Milhaeés)
1.4 Milhdes (580.000 - 970.000)
(880,000 - 2,2 Milhdes) Asia Qriental
750.000
L Oriente Médio _ (460.000 - 1,2 Milhoes)
Carib e Norte da Africa
25?]1-(1]0; 460.000 Sul'e Sudeste Asiatico

(190.000 - 320.000) (270.000 - 760.000) 7,8 Milhoes
(5,2 - 12 Milhdes)

Ameérica Latina Africa Sub-Saariana
1,7 Milhdes 24,7 Milhdes
(133 - 2,5 Milhdes) (ZL8 - 27,7 Milhges) |
Oceania
81.000

(50:000 - 170/000)

Figura 3: Distribuicdo do nimero de pessoas infectadas pelo HIV no mundo.
Fonte: UNAIDS/WHO (2006)

O ultimo Boletim Epidemiologico de aids, publicacio do Ministério da Saude,
registrou entre os anos de 1982 a 2006 um total de 433.067 casos de aids no Brasil,
totalizando uma taxa de incidéncia de 18/100.000 habitantes. Somente em 2005 foi registrado
um total de 11940 novos casos e 11026 6bitos (BRASIL, 2006).

Segundo dados do Programa Nacional de DST e Aids do Ministério da Satde, a
epidemia tem mostrado uma tendéncia de estabilizacdo em algumas regides do pais, como ¢ o
caso da regido Sudeste. Entretanto, o nimero de casos da doenga tem aumentado nas regides
Norte e Centro-Oeste.

No Estado do Amazonas, 3.887 casos de aids foram notificados entre os anos de 1980
a 2006 (BRASIL, 2006). A taxa de incidéncia de aids para o ano de 2004 foi de 15,7/100 mil
habitantes, a segunda maior da regido Norte somente menor que a do estado de Roraima. A
taxa de mortalidade por aids no estado variou de 1,8/100 mil habitantes, em 1994 a 4,0/100

mil habitantes, em 2004 (BRASIL, 2005). Do total de casos acumulados, 2.616 (88,4%)
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pertencem a capital Manaus. Estes dados evidenciam o papel crucial da capital Manaus para o

controle e preveng¢do da epidemia da aids na regido Amazonica.

3.4 Variabilidade genética e distribuiciio geografica do HIV

Como descrito anteriormente, dois tipos de HIV sdo reconhecidos atualmente: o HIV-
1 e o HIV-2. A grande diversidade do HIV ainda continua aumentando devido aos fenomenos
de mutacdo e recombinacdo que estdo freqiientemente levando a emergéncia de variantes
virais divergentes. As formas genéticas virais distintas, relacionadas entre si, s3o denominadas
de quasiespécies. Essa diversidade gera uma resisténcia natural 4 agdo dos medicamentos ¢ do
sistema imune (THOMPSON et al., 2002).

O HIV-1, identificado em 1983, ¢ responsavel pela maioria dos casos de AIDS em
todo o mundo (KANDATHIL et al., 2005) e ¢ considerado um dos patdogenos que apresentam
maior variabilidade genética, resultado de sua elevada taxa de mutacdo. Tal diversidade
apresenta muitas implicagdes em relagdo a patogenicidade, desenvolvimento de vacinas,
diagnéstico e suscetibilidade as drogas anti-retrovirais (COUTO-FERNANDEZ et al., 2005).

O HIV-2, isolado em 1986, ¢ classificado em oito subtipos (A - H). E predominante no
continente africano, mas ja foram identificados casos esporadicos de infec¢do em outros
continentes (KANDATHIL et al., 2005; PLANTIER et al., 2004). Os subtipos A ¢ B s3o os
mais circulantes entre a populagdo onde sdo encontrados, sendo os outros subtipos
responsaveis somente por um pequeno numero de infec¢des (KANDATHIL et al., 2005).

O HIV-1 ¢ dividido em trés grupos denominados grupo M (Major), grupo O (Outlier)
e grupo N (Non-M/Non-0), sendo os dois tltimos grupos raramente encontrados (YAGYU et
al., 2005). O grupo O ¢é endémico da Republica de Camardes e de outros paises da Africa

Central. O grupo N, identificado mais recentemente, € restrito a um pequeno nimero de casos
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registrados na Republica de Camardes.

O grupo M ¢ o mais disseminado pelo mundo, sendo responsavel pela maioria dos
casos de aids. Até agora ja foi possivel identificar nove subtipos do grupo M (A-D, F-H, J, K).
Em analises filogenéticas baseadas principalmente nas regides estruturais gag, pol e env, esses
subtipos formam grupos eqiiidistantes entre si, sendo os subtipos B ¢ D mais proximos em
relacdo aos outros subtipos (Figura 4). Alguns subtipos sdo divididos em subsubtipos. O
subtipo A ¢ dividido em subsubtipos Al e A2, e o subtipo F em F1 e F2 (THOMPSON et al.,

2002).

Figura 4: Filogenia do grupo M, baseada nas regides gag, pol e env.
Fonte: http//hiv-web./anl.gov/content/hiv-db./REVIEWS

Além desses subtipos, o HIV-1 também tém sido dividido em muitas formas
recombinantes circulantes (CRFs), originadas a partir de recombinagdes entre diferentes
subtipos virais que infectam simultaneamente a mesma célula. Até o momento ja foram

determinadas 16 CRFs (KANDATHIL et al., 2005). Existem também uma variedade de



26

formas recombinantes Unicas (URFs), identificadas até agora em apenas alguns individuos
(MCCUTCHAN, 2006).

As formas mais prevalentes no mundo sao C, A, B e CRF02_AG. Na Africa, possivel
local de origem da epidemia da aids, s3o encontrados todos os subtipos do grupo M. O
subtipo C é atualmente o subtipo mais prevalente do mundo. E responsavel pela maioria das
infecgdes em regides como Africa do Sul, Israel, india e China. Também tem aumentado o
nimero de individuos infectados por esse subtipo em outros paises, como Brasil ¢ Russia. O
Subtipo A ¢é predominante na porgdo central e leste da Africa, e o subtipo B em algumas
partes da Asia, Caribe, América do Norte, Europa, América do Sul e Oceania. O subtipo D ja
foi encontrado no leste da Africa e o F é predominante no Brasil e Roménia.

No Brasil o subtipo B ¢ responsavel pela maioria dos casos de infec¢dao por HIV-1 em
todas as regides geograficas do pais. Entretanto, um grande niimero de casos de aids causados
por outros subtipos do virus e formas recombinantes tem sido identificado (GADELHA et al.,
2003). No Sudeste, varios estudos tém demonstrado a presenca de infeccdo causada pelos
subtipos F, C e recombinante BF. Casos limitados dos subtipos F e C foram observados
respectivamente no Nordeste e Centro Oeste do pais.

Na regido Sul, entretanto, o subtipo C ¢ altamente freqiiente, sendo relatada proporgao
semelhante entre os subtipos C ¢ B (MORGADO et al., 2002; SOARES et al., 2003). Mais
recentemente, também ja foram identificadas algumas infecgdes causadas pelo subtipo D nas
regides Norte, Nordeste e Sudeste, 0 que demonstra um complexo padrdo de distribuicao dos
subtipos nas diferentes regides geograficas do Brasil.

Em estudo conduzido em Manaus, com 31 amostras de individuos infectados por HIV-
1, foi observada uma propor¢do similar entre os subtipos B ¢ F (VICENTE et al., 2000).
Entretanto, estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV ainda sdo escassos na regiao

Norte.
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Além dos subtipos descritos anteriormente, existe ainda uma variante do subtipo B,
identificada como B”, que difere do subtipo tradicional pela presenga do variante GWGR no
topo do alca V3 da gpl20, em substituicio ao motivo GPGR presente nos isolados dos
Estados Unidos e Europa. No Brasil, tem sido observada alta prevaléncia do variante B”. Esse
variante possui propriedades genéticas e antigénicas distintas, sendo importante a sua
caracterizagdo para estudos de desenvolvimentos de vacinas no pais (MORGADO et al., 1998

a; MORGADO et al., 2002 b).

3.5 Diagnostico Laboratorial da infec¢do causada pelo HIV

O HIV ¢ transmitido por contato sexual direto, sangue ou hemoderivados
contaminados, agulhas contaminadas usadas para administra¢do intravenosa de drogas e da
mae infectada para a crianca (via intraparto, perinatal ou pelo leite materno).

Desde o conhecimento que o HIV pode ser transmitido por transfusdo sanguinea ¢ a
introdugdo em 1985 de testes soroldgicos para HIV na triagem de doadores de sangue, a
seguranga transfusional tem melhorado de maneira drastica (APRILI et al., 2003), tornando-se
uma das maiores preocupagdes em saude publica.

Nos ultimos anos, diversas a¢des tém sido desenvolvidas para garantir a qualidade das
doacdes de sangue e seguranca para o receptor. O avango das pesquisas tem levado ao
aperfeicoamento dos exames diagnoésticos e das técnicas de doagao.

O diagnéstico da infeccdo pelo HIV pode ser realizado por meio de testes que
pesquisem anticorpos especificos, antigenos ou que isolem o virus. Na pratica laboratorial, os
testes que pesquisam anticorpos, soroldgicos, sdo os mais utilizados. Para tal, adota-se
habitualmente um ensaio imunoenzimatico denominado Enzyme Linked Immunosorbent

Assay (ELISA), primeira ferramenta disponivel para a triagem sorologica. As amostras
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reagentes a esse teste devem necessariamente ser submetidas a teste soroldgico confirmatério
para correta elucidacdo diagnostica, devido a probabilidade de ocorréncia de resultados falso-
positivos.

Os testes confirmatorios mais freqiientemente empregados em bancos de sangue sdo as
reagoes de Western Blot (WB), capazes de detectar anticorpos especificos voltados a
diferentes proteinas virais (MACHADO; COSTA, 1999). Resultados indeterminados no teste
de WB podem ocorrer em uma propor¢ao consideravel de amostras. Individuos infectados
que se encontram em fase avangada da doenca podem ndo apresentar anticorpos reativos para
a proteina p24, um dos principais marcadores da infec¢do por HIV, sugerindo resultados
indeterminados. Alguns individuos podem apresentar este padrio indeterminado por um
longo periodo de tempo, sem evidéncias de infecgdo por HIV (FERREIRA; AVILA, 1996).

Os testes sorologicos de ultima geracdo, atualmente disponiveis, sdo de alta
sensibilidade e especificidade (superiores a 99%). Entretanto, em alguns casos, esses testes
ndo fornecem resultados conclusivos sobre o estado infeccioso de um individuo. A
transmissdo do HIV através das transfusdes ocorre quando doadores infectados realizam
doagdes no periodo de janela imunologica. Esta fase ndo ¢é detectada por técnicas
antigeno/anticorpo, como no método ELISA utilizado na triagem sorologica, mas somente
usando técnicas mais sensiveis baseadas em biologia molecular (MICELI et al., 2002).

Além do periodo de soroconversdo, quando os testes confirmatérios podem apresentar
resultados indeterminados ou negativos, ha também a variagdo antigénica entre o virus padrao
(virus prototipo utilizado nos kits) e outra variantes virais (PROIETTI et al., 2000). Nestes
casos torna-se necessario a utilizacdo de metodologias com maior sensibilidade e/ou
especificidade baseadas em biologia molecular (KORMAN et al., 1999).

Atualmente existem vdrias técnicas baseadas na amplificagdo dos acidos nucleicos

(NAT) utilizadas na pratica corrente, como a reacdo de polimerizagdo enzimatica em cadeia
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(PCR), amplificacdo baseada na seqiiéncia de acidos nucleicos (NASBA) e baseadas na
amplificacdo do sinal como o DNA ramificado (bDNA). A implementagdo de métodos de
deteccao viral baseados em NAT tem reduzido a probabilidade de transmissao do HIV por
transfusdo a partir da diminui¢do do periodo de janela imunolégica para 11 dias (APRILI et
al., 2003; NAJIOUIIAH et al., 2004).

Nos ultimos anos, diversos paises da Europa, além dos Estados Unidos, Australia e
Japao, introduziram a triagem pelo NAT nos bancos de sangue. Nos EUA, novos métodos de
rastreamento envolvendo amplificagdo de acidos nucléicos para detectar HIV-1 e HCV vém
sendo utilizados desde 1999 (STRAMER et al., 2004). No Brasil, alguns bancos de sangue de
Sao Paulo ja implementaram o diagndstico molecular (LEVI et al., 2007, SCURACCHIO et

al., 2007).

3.6 Determinacio dos genétipos do HIV

Além da importancia para os estudos de epidemiologia molecular, a determinagdo dos
genotipos e/ou subtipos do HIV é também de grande interesse para o desenvolvimento de
vacinas eficientes e tratamento anti-retrovirais.

Um grande obstaculo para a eficacia a longo prazo da terapia anti-retroviral para o
HIV ¢ a emergéncia de novas variantes virais, em decorréncia das muta¢cdes no genoma do
virus que conferem reduzida suscetibilidade ao tratamento (HANNA et al., 2000; PEDUZZI,
et al., 2002; STURMER et al., 2002). Alguns estudos tém demonstrado uma clara associagao
entre os subtipos virais e diferentes perfis de mutagdes que conferem resisténcia ao virus.

Também tem sido sugerido que os diferentes subtipos virais podem influenciar na
transmissibilidade e patogenicidade do virus, sendo alguns subtipos associados com um maior

periodo de sobrevivéncia de pessoas portadoras do HIV (KANDATHIL et al., 2005).
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Atualmente, duas metodologias t€ém sido utilizadas em larga escala para distinguir os
genotipos e/ou subtipos do HIV e para determinar novas linhagens do virus recentemente
isoladas. Tais metodologias sdo baseadas principalmente na analise das regides estruturais
gag, env e pol. O método considerado padrdo ouro é o sequenciamento automatico seguido de
analise filogenética, que permite a direta classificagdo dos subtipos virais. Entretanto, essa
ainda é uma técnica cara e que ndo permite uma analise rapida de um grande numero de
amostras.

Uma outra metodologia disponivel ¢ um método denominado Heteroduplex mobility
assay (HMA). Essa metodologia ainda ¢ limitada quanto a detec¢ao de algumas mutagdes
(HANNA et al., 2000; KOCH et al., 2001) e ¢ util somente em locais onde ha predominancia
de um unico subtipo viral. Em regides onde circulam multiplos subtipos, mais de uma regiao
gendmica precisa ser analisada, sendo a melhor técnica o sequenciamento de todo o genoma
viral.

Mais recentemente, em busca de um método mais rapido e pratico de subtipagem
viral, tém sido desenvolvidos iniciadores subtipo-especificos para a determinagdo dos
subtipos do HIV apenas por PCR, sem a necessidade de sequenciamento (PLANTIER et al.,
2004; WEI et al., 2004; YAGYU et al., 2005).

Inicialmente, por ser o subtipo B o de maior prevaléncia na Europa ocidental e nos
EUA, a maioria das pesquisas foram voltadas para este subtipo viral, resultando em testes
diagnosticos, drogas e terapias anti-retrovirais otimizadas para detec¢do e tratamento de
pacientes infectados com o subtipo B.

A emergéncia e a disseminacdo dos demais subtipos virais em varias regides do
mundo passaram a ser entdo um problema para o desempenho de uma série de ensaios
comercialmente disponiveis (FONTAINE et al., 2001; MAES et al., 2004), que devem ser

capazes de diagnosticar infecgdes causadas por todos os subtipos virais, incluindo os de
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menor prevaléncia e mais diversos. Desde entdo, varios trabalhos tém avaliado o desempenho
dos diferentes ensaios in-house ou disponiveis comercialmente para genotipagem
(FONTAINE et al., 2001; JAGODZINSKI et al., 2003; MAES et al., 2004; PEDUZZI et al.,

2002).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Foram selecionadas amostras de sangue de 100 candidatos a doadores de sangue da
Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas, na cidade de Manaus-AM, no
periodo de abril de 2006 a marco de 2007. Como critério de inclusdo, neste estudo foram
selecionados candidatos a doagdo de sangue que apresentaram reatividade para HIV-1 em
pelo menos um teste da triagem sorologica. Também fizeram parte da casuistica sete
doadores que haviam apresentado reatividade para HIV-1 nos anos de 2004 e 2005, e que
foram selecionados a partir de uma busca ativa realizada através do sistema HEMOAM.

Foram incluidos apenas os doadores residentes em Manaus, com o objetivo de
facilitar o acompanhamento dos mesmos. Os doadores cujos testes de triagem para HIV apds

repeticdo em duplicata ndo apresentaram reatividade foram excluidos do projeto.

4.2 Abordagem dos pacientes e coleta de material bioldégico

Os doadores que apresentaram resultados da sorologia reativos para HIV foram
convocados pelo servigo social para consulta médica e coleta da segunda amostra, conforme
preconizado pela Portaria n® 488/98 e rotina do HEMOAM. Nesta ocasido, o doador foi
convidado a participar voluntariamente do estudo, registrando a sua autorizacdo através da
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa da Fundacdo (Apéndice A). Neste mesmo momento, foi aplicado um questionario

para investigacdo de dados epidemioldgicos (Apéndice B) aos doadores anuentes.
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O doador foi entdo encaminhado para a coleta de nova amostra, que foi realizada pelo
corpo técnico do HEMOAM. A partir do sangue total coletado, 15 mL foram destinados para
este estudo. As amostras foram coletadas através de pun¢do venosa em dois tubos EDTA
(Vacutainer BD, Franklin Lakes, NJ,USA) ¢ um tubo PPT/Plasma Preparation Tube
(Vacutainer BD, Franklin Lakes, NJ, USA), identificadas e encaminhadas ao laboratério de
sorologia, onde foram processadas e cadastradas no sistema de banco de dados do

Hemocentro.

4.3 Isolamento das células para extracio de acidos nucléicos

O sangue total foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 min. O plasma separado em
microtubos de 1,5 mL e armazenado a — 80°C. As células sanguineas (globulos brancos e
hemaécias) foram separadas em tubos de polipropileno estéreis de 15 mL e estocadas em

freezer -20°C no laboratério de Sorologia do HEMOAM.

4.4 Analise das amostras

Foram analisadas as amostras com resultados considerados reativos em pelo menos
um dos testes triagem (ELISA I/II). As amostras obtidas a partir da segunda coleta,
resultados Western Blot positivo ou indeterminado para HIV, foram utilizadas para a
realizacdo das reagdes de PCR. O produto de PCR das amostras que apresentaram resultado
positivo para esse teste foi seqiienciado para a determinagdo dos subtipos do HIV-1 (Figura

5).
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4.4.1 Testes Sorologicos

Os testes de triagem I/II para a detec¢do de anticorpos anti-HIV foram realizados
através de testes ELISA de 3° geracdo Axsym HIV 1/11 gO (Abbott, Wiesbaden, Alemanha) e
HIV combinado Ag/Ac (Murex Biotech, Dartford, UK). O teste confirmatério foi realizado
pela técnica de Western Blot - HIV Blot 2.2 (Genelabs Diagnostics, Science Park, Singapore).
O Western Blot detecta anticorpos contra as proteinas do HIV-1, incluindo as do gag (pl17,
p24 e p55), pol (p31, p51, e p66) e env (gp4l, gpl20 ¢ gp160). A banda especifica de HIV-2

também ¢é detectada.

RESULTADOS ,[ 5 ] , TCLE E
REATIVOS (CODIDILALE LA LIILCA QUESTIONARIO ]

v
[ COLETA SIM NAO
|
v v ‘
[ SOROLOGIA ] BIOLOGIA EXCLUSAO
| | MOLECULAR

‘ ‘ v

[ NEGATIVO ] POSITIVO/ [ EXTRACAO DO DNA PROVIRAL ]
INDETERMINADO }
A

v v [ AMPLIFICACAO DO DNA POR PCR ]
[ EXCLUSAO ] [ INCLUSAO ]

v
[ SEOUENCIAMENTO ]

\

[ ANALISE FILOGENETICA ]

Figura 5: Fluxograma demonstrativo das etapas envolvidas no desenvolvimento do projeto.

Todos os procedimentos, bem como os resultados obtidos foram conduzidos e

avaliados de acordo com as especificagdes do fabricante, cumprindo-se o determinado
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pela Portaria n® 488/98 do Ministério da Satde que preconiza que seja realizado o teste
de ELISA em duplicata por metodologias de diferentes procedéncias, e um outro método

mais sensivel como teste confirmatoério de positividade (Western Blot).

4.4.2 Extragao do DNA proviral

O processo consistiu na extragdo do DNA proviral a partir do sangue total (parte
celular) preservado a -20°C, utilizando-se o GFX Genomic Blood DNA Purification Kit
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Apds o descongelamento do sedimento celular, foi acrescentado 900 pL. do tampao
de lise de globulos vermelhos (RBC lysis solution) a microtubos de 1,5 mL contendo 300 uL
de sangue. A mistura foi homogeneizada por inversio manual dos tubos e incubada a
temperatura ambiente por 5 min. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm
durante 20 s, sendo desprezado o sobrenadante e adicionados 500 puL da solugdo de extracao,
seguido de homogeneizagdao em agitador magnético e incubacdo por 5 min. a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo, a mistura foi transferida para uma coluna e centrifugada a 8000
rpm por 1 min., desprezando-se o filtrado. A coluna foram acrescentados 500 pL de solugdo
de extragdo e centrifugada a 8000 rpm durante 1 min. Descartou-se o filtrado, acrescentou-se
500 pL de solugdo de lavagem e centrifugou-se novamente a 12000 rpm por 3 min. Apos a
centrifugacdo, a coluna foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL, onde foram
adicionados 100 pL de 4gua estéril (Milli-Q), seguido de incubacdo por 1 min. O DNA foi

entdo recuperado a partir de uma centrifugacido de 8000 rpm por 1 min. e estocado a —20°C.

Para algumas amostras a extracdo de DNA ndo foi eficiente com a utilizagdo do
procedimento descrito anteriormente, sendo processadas novas aliquotas com o Super Quik-

Gene-DNA lIsolation kit Promega, Madison, WI, USA). Aos tubos de polipropileno de 15 mL
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foram acrescentados de 7 a 10 mL do tampao de lise de globulos vermelhos gelado (RBC
Lysis Buffer) de acordo com o volume de sangue. Em seguida, a mistura foi homogeneizada
por 15 min. e centrifugada a 2500 rpm durante 20 min. sendo desprezado o sobrenadante. A
lavagem de globulos vermelhos foi repetida conforme descrito anteriormente. Ao sedimento
lavado, foram adicionados 1,5 mL do tampao de lise de globulos brancos (WBC Lysis Buffer),
seguido de homogeneizagdo em agitador magnético e incubacdo por 30 min. a 55°C. Apos a
incubagao, foram acrescentados 200 pL de SDS 10% e 500 pl de reagente precipitante de
proteinas e submetido a agitagdo vigorosa por 30 s. Novamente, a mistura foi incubada em
banho-maria a 55°C durante 15 min. e centrifugado a 2500 rpm por 20 min. O sobrenadante
limpido foi transferido para um novo tubo de 15 mL, com o auxilio de uma pipeta Pasteur, e
foi adicionado etanol absoluto, na propor¢ao de duas vezes o volume do sobrenadante. Apos
homogeneizag¢do branda, o DNA foi recuperado em microtubos de 1,5 mL e diluido em 200

uL de agua estéril (Milli-Q) e estocado a —20°C.

4.4.3 Quantificagdo do DNA

Apds homogeneizacio e dissolugdo completa do DNA extraido das amostras, foram
realizadas diluigdes do DNA a 1:200 em agua Milli-Q e a leitura da absorbancia em
espectrofotometro (Gene Quant Il RNA/DNA Calculator, Pharmacia Biotech) nos
comprimentos de onda de 260 ¢ 280 nm. O resultado da absorbancia a 260 nm obtido foi

multiplicado por 10, para a obtencdo da concentragdo do DNA em pg/ul.



37

4.4.4. Amplificacdo por nested PCR

O produto da extragdo foi submetido a amplificagdo molecular por PCR (Polymerase
Chain Reaction) em ciclador térmico Gene Amp PCR Systen 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Com a finalidade de verificar a integridade do DNA, realizou-se uma
reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores para o controle enddégeno que amplifica uma
regido do gene da B-globina localizado no cromossomo 11 humano.

Para as regides gag, pol e env, foi utilizada a estratégia de nested-PCR, que consiste
em duas etapas de amplificagdo consecutivas. Na primeira etapa de amplificagdo, utilizou-se
um par de iniciadores externos para cada uma das trés regides. O produto da primeira reagao
foi submetido a uma segunda etapa de amplificacdo, com um par de iniciadores localizados
internamente a seqiiéncia de nucleotideos da primeira amplificagdo. Os iniciadores utilizados

estdo descritos na tabela abaixo.

Tabela 1. Seqiiéncias dos iniciadores para a amplificag@o das regides génicas em estudo.

REGIOES DESCRICAO SEQUENCIAS 5> -3’
H1 G777 TCA CCT AGA ACT TTG AAT GCA TGG G
H1P202 CTA ATA CTG TAT CAT CTG CTC CTG T

Externos
Cl GGTCAGCCAAAATTACCCTATA
Gag C2 GGAAATGTGGAAAGGAAGGACA
H11584 AAA GAT GGA TAATCCTGG G
Internos G17 TCC ACA TTT CCA ACA GCCCTTTIT
SK ATAATCCACCTATCCCAGTAGGAGA
C2 GGAAATGTGGAAAGGAAGGACA
Externos K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA
Pol K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA
Internos F1 GTTGACTCAGATTGGTTGCAC
F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC
Externos ED5 ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG
Env ED12 AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG

ED31 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG

Int
oS r 33 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC
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4.4.4.1 Sistema da reagdo da PCR para controle da qualidade do DNA

Para B-globina, o sistema da reacdo de PCR foi composto por: 2,0 uL de DNA
genomico, 2,5 uL. de tampao 10X (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI pH 8.5), 1,0 pL de
MgCla 50 mM, 3,0 uL do pool de dNTPs ( 75 mM de cada desoxirribonucleotideo), 2,0 uL
de cada iniciador a 10 pmoles/uL, 0,3 uL de Taq DNA polimerase a SU/uL e 12,2 uL de
H,0 Milli-Q, totalizando um volume final de 25,0 pL.

A reagdo foi inicialmente conduzida durante 35 ciclos em ciclador térmico, cada ciclo
sob as seguintes condi¢des: 94°C durante 1 min.; 55°C durante 1 min. e 72°C durante 1 min.
Ao término dos 35 ciclos, o produto de amplificagdo foi mantido durante 10 min. a 72°C.

Ap0s este intervalo as amostras foram mantidas a 4°C.

4.4.4.2 Sistema da rea¢ao da PCR para as regioes gag, pol e env

O sistema e as condigdes de ciclagem para as reagdes de PCR para as trés regides
analisadas foram compostos de acordo com o descrito nas tabelas abaixo. O volume de DNA
e de alguns reagentes utilizados variou entre algumas amostras e, consequentemente variou o

volume de H,O para completar o volume final da reagao.



Tabela 2. Sistema das reagdes de PCR para a regido gag.
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Primeira reacio

Segunda reacio

Reagentes Quant. (uL) Reagentes Quant. (uL)
H,O 9,7-12,7 H,0 31,5
Tampao/BSA 5,0 Tampao/BSA 5,0
dNTP 75 mM 3,0 dNTP 75 mM 4,0
iniciador forward 10 pmoles/ uLL 1,0 iniciador forward 10 pmoles/uL 2,0
iniciador reverse 10 pmoles/puL 1,0 iniciador reverse 10 pmoles/pL 2,0
Taq DNA pol 5U/L 0,3 Taq DNA pol 5U/L 0,5
DNA 2,0-5,0 Produto da 1° reacao 5,0
Volume total 25,0 Volume total 50,0

Tabela 3. Condigdes de ciclagem da primeira e segunda reagdo de PCR para gag.

Temperatura Tempo N° de ciclos
94°C 2 min. -
94°C 30s
55-60°C 30s 35
72°C I min. e 30's
72°C 10 min. -
4°C 00 -
Tabela 4. Sistema das rea¢des de PCR para a regido pol.
Primeira reac¢ao Segunda reacio
Reagentes Quant. (nL) Reagentes Quant. (nL)
H,O 7,7-10,8 H,O 29,5-352
Tampao/BSA 5,0 Tampao/BSA 5,0
dNTP 75 mM 2,0-3,0 dNTP 50-100 mM 2,5-4,0
Iniciador forward 10 pmoles/uL 1,0-2,0 iniciador forward 10 pmoles/uL 1,0-3,0
Iniciador reverse 10 pmoles/pL 1,0-2,0 iniciador reverse 10 pmoles/uL 1,0-3,0
Taq DNA pol S5U/L 0,2-0,3 Taq DNA pol SU/L 0,3-0,5
DNA 3,0-5,0 Produto da 1° reacao 5,0
Volume total 25,0 Volume total 50,0




Tabela 5. Condigdes de ciclagem das reagdes de PCR para pol.
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Primeira reacio

Segunda reacio

Temperatura Tempo  N°deciclos Temperatura Tempo N° de ciclos
94°C 3 min. - 94°C 3 min. -
94°C 30s 94°C 1 min.
55°C 30-55 s 35 55°C 3055 35
72°C 2 min. 72°C 1 min.
72°C 10 min. - 72°C 10 min. -
4°C 0 - 4°C 00 -

Tabela 6. Sistema das reagdes de PCR para a regido env.
Primeira reacio Segunda reacio
Reagentes Quant. Reagentes Quant.
(nL) (nL)
H,0O 11,7 H,O 30,5
Tampao/BSA 5,0 Tampao/BSA 5,0
dNTP 75 mM 3,0 dNTP 125 mM 5,0
Iniciador forward 10 pmoles/uL 1,0 iniciador forward 5 pmoles/u. 2,0
Iniciador reverse 10 pmoles/uL. 1,0 Iniciador reverse 5 pmoles/uL 2,0
Taq DNA pol 5U/L 0,3 Taq DNA pol 5U/L 0,5
DNA 3,0 Produto da 1° reagao 5,0
Volume total 25,0 Volume total 50,0

Tabela 7. Condigdes de ciclagem da primeira e segunda reacdo de PCR para env.

Temperatura Tempo N° de ciclos

94°C 1 min.

55°C 1 min. 3
72°C 1 min.

94°C I5s

55°C 45 s 35
72°C 1 min.

72°C 10 min. -

4°C o0 -
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4.4.5 Eletroforese em gel de agarose

Apbs as reagdes, os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1%, em TBE 1X (Tris-borato-EDTA), corado com o brometo de etidio (1pug/mL), e
visualizados com incidéncia de luz ultravioleta e fotografados em equipamento da Pharmacia

Biotech, Image Master VDS FTI-5000.

4.4.6 Sequenciamento automatico de DNA

4.4.6.1 Purificagdo do Produto de PCR

Todos os produtos amplificados por PCR, diagnosticados como positivos para a
infecgdo pelo HIV-1, foram purificados pelo kit Wizard PCR Preps DNA Purification System
(Promega, Madison, WI, USA) conforme especificacdes do fabricante. Em um microtubo de
1,5uL contendo 45 pL da amostra amplificada, acrescentou-se 100 pL de tampdo de
purificacdo. Apdés homogeneizacdo em agitador magnético, acrescentou-se 1mL de resina e
transferiu-se todo o volume para uma coluna de purificacdo (seringas de SmL). A solu¢do que
passou pela coluna, contida no tubo suporte, foi descartada. Nesta mesma coluna, adicionou-
se 2 mL de isopropanol 80%. Apds a passagem de todo o volume de isopropanol pela coluna,
trocou-se o tubo suporte desta por um microtubo de 1,5 mL limpo e centrifugou-se a 12000
rpm durante 2 min.. Adicionou-se 20 pL de H20 Milli-Q no centro da coluna e centrifugou-se
por 20 s a 12000 rpm. O produto centrifugado constituiu-se no material purificado desejado.
Do volume de 20 pL eluido, retirou-se 5 pul para a andlise por meio de eletroforese em gel de

agarose € armazenou-se o restante a — 20° C.
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4.4.6.2 Reacao de sequenciamento

Os produtos amplificados e purificados foram seqiienciados através do método
enzimatico de terminacdo da cadeia, inicialmente descrito por Sanger et al. (1977), utilizando-
se o kit Dyenamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE DNA Analysis
Systems (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). O protocolo de reagdo foi
conduzido conforme especificagdes do fabricante, adicionando-se de 1,0-3,0 uL do produto
do PCR, 1,0 pL dos iniciadores internos a 5 pmoles/uL para cada regido, 4,0 uL da solucgao
de sequenciamento Big Dye terminator e H,O Milli-Q para completar o volume final de 10

pL.

Os tubos contendo todos os reagentes foram levados ao termociclador, onde a reacdo
foi inicialmente conduzida a 95°C durante 1 min., seguida de 25 ciclos, cada ciclo sob as
seguintes condicdes: 95°C durante 20 s, 50°C durante 20 s e 60°C durante 1 min.; e ap0Os este

intervalo as amostras foram mantidas a 4°C.

Apos o término desta reagdo foi realizada a precipitacdo da reagdo de sequenciamento.
Ao produto da reagdo foi adicionado 1 pL de acetato de amdnio 7,5 mM e 27,5 pL de etanol
absoluto, seguido de homogeneizagdo em agitador magnético e incubagdo em gelo por 20
min. Apos a incubagdo, a placa foi centrifugada a 3250 rpm durante 30 min.. Desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se 100 uL de etanol 70%. Centrifugou-se a 3250 rpm durante 10
min. e desprezou-se o sobrenadante, seguindo-se de nova centrifugacdo com a placa invertida.
Adicionou-se 10 uL de loading buffer (formamida a 70% e EDTA ImM) em cada pogo.
Apbs homogeneizagdo em agitador magnético, centrifugou-se a placa rapidamente para a
retirada de bolhas.

Em seguida as amostras foram submetidas ao seqiienciador automatico MegaBACE
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1000 (Amersham Biociences), através de eletroforese capilar em gel de poliacrilamida. Para
injecdo utilizou-se 2 KV por 80 s e a corrida processou-se a 9 KV por 150 min. Os
eletroferogramas obtidos foram analisados por meio do software MegaBACE Sequence

Analyser.

4.4.7 Analises filogenéticas

4.4.7.1 Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos

Os eletroferogramas foram analisados usando-se o programa ChromasPro versdo 1.41
e as seqiiéncias consenso obtidas pela formagdo de contigs no mesmo programa, permitindo a
obtencdo das seqiiéncias de nucleotideos dos isolados virais, o que resultou em um
alinhamento multiplo das seqiliéncias no programa BioEdit. Em seguida, as seqiiéncias em
estudo foram alinhadas juntamente com as seqiiéncias de nucleotideos de prototipos do HIV-1
existentes no banco de dados HIV Database Los Alamos (site: http://www.hiv.lanl.gov).

Os numeros de acesso dos prototipos do HIV Database utilizados nas analises de

nucleotideos estdao descritos nas Tabelas & € 9.

4.4.7.2 Construgao das arvores filogenéticas

A partir das seqiiéncias alinhadas e editadas, juntamente com os prototipos, as arvores
filogenéticas foram construidas usando o programa Phylip (PHYLogeny Inference Package)
versdo 3.5, usando os modelos de Neighbour Joining (NJ) (SATO; NEI, 1987) e Maximum

Likelihood (ML).

A confiabilidade (avaliagdo estatistica) das arvores de NJ foi realizada pelo método de
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bootstrap, usando 1.000 replicatas. As arvores foram visualizadas no programa TreeView

versao 1.4. e editadas no programa CorelDraw versao 10.

Tabela 8. Isolados de HIV-1 utilizados na analise filogenética para as regides gag, pol e env. (Adaptado de
LEITNER et al., 2005).

N. DE
SUBTIPO ISOLADO ACESSO ORIGEM AUTOR

Al 92UG037.1 U51190 Uganda Gao, F. J Virol 70:7013-29(1996)
Al Q23 AF004885 Kénia Poss, M. J Virol 72:8240-51(1998)
Al SE7253 AF069670 Suécia ;Somalia Carr, J.K. AIDS 13:1819-26(1999)
Al UG57136 AF484509 Uganda Harris M.E. ARHR 18:1281-90(2002)
A2 CDKTB48 AF286238 DRC Gao, F. ARHR 17:675-88(2001)
A2 CYo017 AF286237 Chipre Gao, F. ARHR 17:675-88(2001)

B HXB2 K03455 Franca Wong-Staal, F. Nature 313:277-284 (1985)
B BK132 AY173951 Tailandia Hierholzer, J. ARHR 18:1339-50(2002)
B 671 AY423387 Holanda Geels, M.J. J Virol 77:12430-40(2003)
B 1058 AY331295 Estados Unidos Bernardin, F. J Virol 79:11523-8(2005)
C ETH2220 U46016 Etiopia Salminen, M.O. ARHR 12:1329-39(1996)
C 92BR025.8 U52953 Brasil Gao, F. J Virol 70:1651-57(1996)

C IN21068 AF067155 india Lole, K.S. J Virol 73:152-60(1999)

C SK164B1 AY772699 Africa do Sul Kiepiela, P. Nature 432:769—75(2004)
D ELI K03454 DRC Alizon, M. Cell 46:63-74(1986)

D 94UG114.1 Ug8824 Uganda Gao, F. J Virol 72:5680-98(1998)

D 4412HAL AY371157 Camardes Kijak, G.H. ARHR 20:521-30(2004)

D A280 AY253311 Tanzéania Herbinger, K-H. ARHR 20:895-901(2004)
F1 93BR020-1 AF005494 Brasil Gao, F. J Virol 72:5680-98(1998)
F1 VI850 AF077336 Bélgica ;DRC Laukkanen, T. Virology 269:95-104 (2000)
F1 FIN9363 AF075703 Finlandia Laukkanen, T. Virology 269:95-104 (2000)
F1 MP411 AJ249238 Franga Triques K. ARHR 16:139-151(2000)
F2 MP255 AJ249236 Camardes Triques K. ARHR 16:139-151(2000)
F2 MP257 AJ249237 Camerdes Triques K. ARHR 16:139-151(2000)
F2 0016BBY AY371158 Camerdes Kijak, G.H. ARHR 20:521-30(2004)
F2 CM53657 AF377956 Cameroes Carr, J.K. Virology 286:168-81(2001)
G SE6165 AF061642 Suécia ;DRC Carr, J.K. Virology247:22-31 (1998)

Finlandia ;

G HH8793.1.1 AF061640 Kénia Carr, J.K. Virology247:22-31 (1998)

G DRCBL AF084936 Bélgica; DRC Debyser Z. ARHR 14:453-9 (1998)

G NGO083 U88826 Nigéria Gao, F. J Virol 72:5680-98(1998)

H 056.1 AF005496 Africa Central. Gao, F. J Virol 72:5680-98(1998)

H VI991 AF190127 Bélgica ; DRC Janssens, W. AIDS 14:1533-43(2000)
H V1997 AF190128 Bélgica; DRC Janssens, W. AIDS 14:1533-43(2000)

J SE9280.9 AF082394 Suécia; DRC Laukkanen, T. ARHR 15:293-97(1999)
J SE9173.3 AF082395 Suécia ; DRC Laukkanen, T. ARHR 15:293-97(1999)
K EQTB11C AJ249235 DRC Triques K. ARHR 16:139-51(2000)

K MP535 AJ249239 Camerdes Triques K. ARHR 16:139-51(2000)
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Tabela 9. Formas recombinantes utilizadas na analise filogenética para as regides gag, pol ¢ env (Adaptado de LEITNER et

al., 2005).
N. DE
CRF  SUBTIPOS ISOLADOS ACESSO ORIGEM REFERENCIA
Carr, J.K. J Virol 70:5935-43
1 AE CM240 U54771 Tailandia (1996)
Howard, T.M. ARHR 10:1755-57
2 AG IBNG L39106 Nigéria (1994)
Salminen, M.O., Unpublished
3 AB KAL153 AF193276 Russia (1998)
Chipre; Gao, F. J Virol 72:10234-41
4 AGHKU CY032.3 AF049337 Grécia (1998)
Laukkanen, T. Virology 269:95-104
5 DF VI310 AF193253  Bélgica; DRC (2000)
Oelrichs, R.B. ARHR 14:1495-500
6 AGJK BFP90 AF064699 Australia (1998)
Guan, Q. J. Clin. Microbiol. 42:4261-
7 BC CN54 AX149771 China 7 (2004)
Piyasirisilp, S. J Virol74:11286-95
8 BC GX-6F AYO008715 China (2000)
McCutchan, F.E. ARHR 20:819-26
9 96GH2911 AY093605 Gana (2004)
Koulinska, I.LN. ARHR 17:423-31
10 CD TZBF061 AF289548 Tanzéniaa (2001)
Paraskevis, D. ARHR 16:845-55
11 AO01GJ] GR17 AF179368 Grécia ;DRC (2000)
Carr, J.K. AIDS 15:F41-7
12 BF ARMAI159 AF385936 Argentina (2001)
Wilbe, K. ARHR 18:849-56
13 A01GJU 96CM-1849 AF460972 Camerdes (2002)
Delgado, E. JAIDS 29:536—43
14 BG X397 AF423756 Espanha (2002)
Viputtigul, K. ARHR 18:1235-7
15 01B 99TH.MU2079  AF516184 Tailandia (2002)
Dowling,W.E. AIDS 16:1809-20
16 A2D KISII5009 AF457060 Kénia (2002)
Thomson, M. AIDS 19:1155-63
18 Cul4 AY586540 Cuba (2005)
Cuevas, M.T. AIDS 16:1643-53
19 CU38 AY588970 Cuba (2005)

Todos os programas utilizados para as andlises filogenéticas neste trabalho encontram-

se disponiveis na homepage: http://evolution.genetics.washington.edu.

4.5 Analise dos dados

Os dados obtidos durante todo o desenvolvimento do projeto foram armazenados em

um banco de dados do programa Epi Info 2005 Versdo 3.3.2, que também foi usado como

ferramenta para as andlises estatisticas.


http://evolution.genetics.washington.edu/
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacdo das Amostras

No periodo de abril de 2006 a mar¢o de 2007, foram coletadas no HEMOAM
amostras de sangue de 100 candidatos a doadores de sangue que apresentaram reatividade
para HIV-1 em pelo menos um dos testes da triagem sorologica. Foram coletadas também
sete amostras de candidatos a doadores de sangue que apresentaram reatividade para HIV-1
nos anos de 2004 e 2005. Deste total de 107 amostras, 35 amostras apresentaram resultado
negativo na segunda triagem soroldgica, 14 apresentaram resultado negativo para o Western
Blot, 21 apresentaram resultado indeterminado, 31 amostras resultado com padrao positivo e 6
ndo obtiveram resultado para o confirmatoério devido a auséncia da coleta da segunda amostra
e realizagdo deste teste. Na tabela 10, estdo resumidas as caracteristicas dos 31 candidatos a
doadores reativos para o Western Blot analisados neste trabalho.

Do total de candidatos a doadores estudados, verificou-se predominancia de
individuos do sexo masculino (n=24/77,4%). A faixa etaria global do grupo de doadores
situou-se em torno de 32 anos de idade (19-61), nao havendo diferenca significativa entre as

médias de idade de homens e mulheres (Tabela 11).

Entre os fatores de risco analisados, transfusdo sanguinea, uso de drogas injetaveis,
presenca de tatuagens ou piercings, multiplos parceiros e realizagdo de cirurgia, o que
apresentou maior freqiiéncia (n=13/41,9%) foi o fator cirurgia, seguida de multiplos parceiros

(n=12/38,7%).
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Tabela 10: Distribui¢do das 31 amostras de candidatos a doadores reativos para HIV-1 de acordo com os dados
demograficos e epidemiologicos

Variaveis n %
Sexo
Masculino 24 77,4
Feminino 7 22,6
Idade
Média + DP 32,0+ 11,05
Mediana 26,0
Amplitude 19 - 61
Caracteristica da doacao
Primeira doagao 21 67,7
Doagao repetida 10 32,3
Usuario de Bebidas alcdolicas
Sim 17 54,8
Nao 14 45,2
Fatores de risco
Transfusao 2 6.5
Drogas injetaveis 4 12,9
Tatuagens/Piercing 5 16,1
Multiplos parceiros 12 38,7
Cirurgia 13 41,9

Tabela 11: Distribuicdo da média de idade dos individuos reativos para HIV-1 de acordo com o sexo.

Sexo n Média  DesvioPadrio  Mediana Amplitude
Masculino 24 31,7 11,6 25,5 19 -61
Feminino 7 33,1 9,6 35,0 23 -49

p =0,762 (Teste t - Student)

Entre os dez doadores de repeti¢ao observados, seis (60%) soroconverteram em até 20
meses (Tabela 12). Para o calculo de soroconversdo foram consideradas a data da ultima

doagdo liberada e a data da tentativa de doagdo que apresentou reatividade para HIV-1.
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Tabela 12: Distribuicdo das amostras de doadores de repeti¢do reativos para HIV-1 em relacdo ao tempo de
soroconversao em meses.

Tempo de Soroconversio (meses) n %
0a20 6 60,0
21 a40 1 10,0
41 a 60 1 10,0
61a80 1 10,0
Acima de 100 1 10,0

5.2 Soroprevaléncia da infeccao pelo HIV-1 entre doadores de sangue no HEMOAM

Para andlise da soroprevaléncia da infeccao pelo HIV-1 na cidade de Manaus, a partir
do banco de dados do HEMOAM foi obtido um total de 37.098 doadores de sangue no
periodo de janeiro de 2006 a mar¢o de 2007. Nesse periodo foram observados 27 casos
soropositivos confirmados pelo método de PCR realizado neste trabalho, e considerando-se os
doadores que ndo retornaram para a coleta da segunda amostra, determinou-se uma

soroprevaléncia estimada de 0,08 % desta infec¢ao.

5.3 Western Blot para HIV 1

As amostras com resultados indeterminado e reativo no teste confirmatorio foram
analisadas de acordo com o perfil de bandas detectadas para cada regido génica (Tabela 13).
Entre as amostras com padrido indeterminado para Western Blot, todas apresentaram
reatividade para a p24, e apenas uma para pl7. Entre as amostras reativas, a p55 foi a que

apresentou menor frequéncia (n = 17).
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Tabela 13: Perfil de bandas detectadas pelo Western Blot para cada regifo, das 52 amostras com resultados
indeterminado e reativo para o confirmatorio.

Regides Bandas Reativos0 Indeterminados
n Z3 n %
pl17 28 96,6 1 3,4
Gag p24 31 59,6 21 40,4
p55 17 100 0 0,0
p31 25 100 0 0,0
Pol p51 25 100 0 0,0
po66 26 100 0 0,0
Env gp120 31 100 0 0,0
gpl160 31 100 0 0,0

Todas as amostras com padrdo indeterminado foram submetidas ao diagnostico
molecular por PCR para HIV-1 (regido env), mostrando resultados com padrio de

amplificacdo negativo (Figura 6).

872 pb

Figura 6: Anélise dos fragmentos amplificados da regido env em gel de agarose 1 % corado
com brometo de etideo. M: marcador de peso molecular; 1 a 9: amostras dos
candidatos a doadores; C+: controle positivo; B: branco da reacéo.

5.4 PCR para HIV-1 — Regides gag, pol e env

Todas as amostras positivas para o teste confirmatorio foram submetidas a

amplificagdo por nested PCR para as regides env, gag ¢ pol, utilizando os iniciadores
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descritos na Tabela 1 do item 4.4.4 em Material e Métodos. Com a finalidade de verificar a
integridade do DNA, realizou-se também uma reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores que
amplificam uma regido do gene da B-globina (controle enddgeno) localizado no cromossomo

11 humano, obtendo-se um fragmento de 310 bp para cada amostra (Figura 7).

3 ."IK11 -I’g;_gl .“65-' .IT.'7 T

Figura 7: Perfil eletroforético em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo,
evidenciando um fragmento de 310 bp resultante da amplificacdo da regido do
gene da B-globina M: marcador de peso molecular; 1 a 10: amostras dos
candidatos a doadores.

A formagdo de uma tnica banda de 603 bp para a regido gag, 872 bp para a regido pol
e 603 bp para a regidao env, indicam a amplificacdo do fragmento especifico para cada uma
das regides testadas. Na Figura 8, as amostras que apresentaram a banda especifica nas
regioes analisadas foram consideradas como resultados positivos para a reacao de PCR. A

Tabela 14 demonstra os resultados de amplificagdes obtidos para as trés regioes.



603 bp—>

603 bp—>

(c)

Figura 8: Analise dos fragmentos amplificados da regido gag (a), pol (b) e env (c)
em gel de agarose 1 % corado com brometo de etideo. M: marcador de
peso molecular; 1 a 12: amostras dos candidatos doadores.
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Tabela 14: Resultado das amplifica¢des por nested PCR para o controle endogeno (B-globina),regides gag, pol

e env.
PCR HIV-1
AMOSTRAS B-globina gag pol Env
AMI18 X X X X
AM24 x* x* X
AM30 X X x* X
AM35 X X X X
AM44 X X X -
AMA45 X X X X
AM46 X X X x *
AM47 X X X X
AMS2 X X X X
AMS54 X X X X
AM73 X X X X
AMT7T7 X X X X
AMS2 X X x* X
AMB4 X X X X
AMS86 X X X X
AMS7 X X X X
AMS9 X x* X X
AM90 X - X X
AMOI1 X X - X
AM95 X X X X
AM96 X - x* X
AM97 X X X X
AMI8 X - x* X
AM99 X X X X
AMI100 X X X
AM101 X X x*
AM102 X X X
AM104 X X x* X
AM105 X X X X
AM106 X X x* X
AM107 X X X X

x: amostras amplificadas;
*: amostras amplificadas que ndo foram obtidas as seqiiéncias de nucleotideos.
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5.5 Sequenciamento das regioes gag, pol e env

As amostras amplificadas para as regides gag, pol ¢ env foram submetidas a
purificagdo para a remog¢do de residuos da reagdo de PCR e em seguida, ao sequenciamento
direto dos fragmentos utilizando-se os iniciadores internos da reagdo de PCR para as trés
regides.

Os eletroferogramas foram analisados usando-se o programa ChromasPro (versdo
1.34) e as seqiiéncias-consenso obtidas pela formag¢do de contigs no mesmo programa,
compostas por aproximadamente 460, 700 e 500 nucleotideos para a regido gag, pol e env
respectivamente. No total, foram obtidas 26 seqiiéncias para a regido gag, 23 para pol e 28

para env.

5.6 Analise Filogenética — regides gag, pol e env

Foi realizado o alinhamento multiplo das seqiiéncias obtidas para as regides gag, pol,
e env, incluindo 57 seqiiéncias provenientes de isolados de HIV de diversas localidades e
representantes de todos os subtipos e recombinantes descritos no Banco de dados HIV
Database Los Alamos.

A partir dos dados de alinhamento multiplo dos nucleotideos das regides gag, pol e
env foi construida uma arvore filogenética para cada regido pelo programa Phylip, utilizando-
se o método de Neighbour-joining (NJ) e Maximum Likelihood (ML) para a inferéncia
filogenética. Nas figuras 9, 10 e 11 podem ser observadas as arvores geradas por NJ com o0s

valores de bootstrap consideraveis (acima de 50%) sobre os principais ramos da arvore.
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Figura 9: Analise filogenética da regido gag de 26 isolados do HIV-1, com seqiiéncias prototipos obtidos da
literatura. Os valores de bootstrap em percentagem (acima de 50% e usando 1000 replicatas) estdo

representados nos ramos para cada seqiiéncia. Foi usado o isolado OAY 169812 como outgroup. Os
isolados brasileiros estdo destacados em cores.
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Figura 10: Analise filogenética da regifo pol de 23 isolados do HIV-1, com seqiiéncias prototipos obtidos da
literatura. Os valores de bootstrap em percentagem (acima de 50% ¢ usando 1000 replicatas) estdo
representados nos ramos para cada seqiiéncia. Foi usado o isolado OAY 169812 como outgroup. .

Os isolados brasileiros estdo destacados em cores.
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Figura 11: Analise filogenética da regido env de 28 isolados do HIV-1, com seqiiéncias protdtipos obtidos da
literatura. Os valores de bootstrap em percentagem (acima de 50% e usando 1000 replicatas) estdo
representados nos ramos para cada seqiiéncia. Foi usado o isolado OAY 169812 como outgroup. Os
isolados brasileiros estdo destacados em cores.
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Observa-se que as arvores filogenéticas geradas para cada uma das trés regides
analisadas se separam em clusters distintos, que compreendem os isolados dos subtipos A
(sub-subtipos Al e A2) B, C, D, F (sub-subtipos F1 ¢ F2) G, H, J e K.

A andlise filogenética para a regido gag demonstrou a predominancia do subtipo B
(96,2 %) dentre as 26 seqiiéncias obtidas para essa regido, sendo uma (3,8 %) pertencente ao
subtipo C. Para a regido pol, das 23 amostras analisadas, 21 (91,3 %) pertencem a subtipo B e
duas (8,7%) pertencem ao subtipo C. Das 28 amostras analisadas para a regido env, 24 (85,7
%) sdo pertencentes ao subtipo B, duas (7,1 %) pertencem ao subtipo C e duas (7,1 %) ao

subtipo F (Grafico 1).
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Grafico 1: Frequéncias dos subtipos virais encontrados para cada regido analisada.
NE : seqiiéncias ndo encontradas.

No total de 31 amostras analisadas, foram obtidas sequéncias para as regides env, gag
e pol de 18 amostras. Destas, 17 mostraram subtipos concordantes para as trés regides: 16
subtipo B e 1 subtipo C. Uma amostra apresentou subtipos discordantes (subtipo B em gag e
pol, e subtipo F em env), sugerindo a presenga de um forma recombinante. Para 10 amostras,

foi possivel a obtencdo de seqiiéncias para duas regides; nove foram concordantes para o
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subtipo B e uma para o subtipo C. Trés amostras foram subtipadas apenas para a regido env,

sendo uma subtipo F e duas subtipo B (Tabela 15).

Tabela 15: Resultados do sequenciamento por regido génica.

REGIOES
AMOSTRAS gag pol e
AMI18 B B

AM24
AM30
AM35
AM44
AMA45
AMA46
AM47T
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AM54
AM73
AM7T7
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AMS84
AMS86
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AMO90
AMO1
AMOS5
AMO96
AMO97
AMO8
AM99
AMI100
AMI101
AM102
AM104
AM105
AMI106
AMI107
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5.7 Caracterizacdo da variabilidade genética da regido da alca V3 dos isolados

pertencentes ao subtipo B

A partir do alinhamento das seqiiéncias obtidas para a regido env foi possivel a
deducao das seqiiéncias de aminoacidos de 19 isolados do subtipo B, para a caracterizagdo da
variabilidade genética da alca V3. Entre estes isolados, o tetrapeptidio do alca V3 mais
prevalente foi o GPGR (68,4%), seguido pelo variante brasileiro B” GWGR (15,8%).
Também foram encontradas em apenas uma amostra as variagdes GPGK, GFGR ¢ AWGR

(Figura 12).
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Figura 12: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da regido da alca V3 obtidas com trés
prototipos do subtipo B. Em destaque a regido do topo da alga V3, em laranja esta
representado o motivo GPGR e em verde o motivo GWGR (“B). Os pontos representam os
aminoacidos idénticos e os tragos representam as delecdes.
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5.8 Analise dos isolados pertencentes ao subtipo C

As amostras pertencentes ao subtipo C foram analisadas pelo método de Bootscanning
para avaliar possiveis eventos de recombinacdo. Para esta andlise, foram concatenadas as
seqiiéncias das regides pol e env da amostra AM90, e as sequéncias de gag, env e pol da
amostra AM107. Estas foram alinhadas juntamente com as seqiiéncias completas dos
isolados de diferentes paises utilizados como prototipos neste trabalho. O Grafico 2
demonstra que o isolado AM90 nao apresenta similaridade com os outros isolados que nao os
pertencentes ao subtipo C. Para o isolado AM107, observa-se um possivel ponto de

recombinagdo na regido gag (Grafico 3).
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Griafico 2: Analise por Bootscanning das seqiiéncias de nucleotideos da regido pol e env (isolado
AM90). O eixo horizontal representa o niimero de nucleotideos analisados e o eixo
vertical representa a porcentagem de arvores permutadas que suportam um
determinado subtipo.
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BootScan - Query: AM107
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Grifico 3: Analise por Bootscanning das seqiiéncias de nucleotideos das regides gag, pol e env
(isolado AM107). O eixo horizontal representa o nimero de nucleotideos analisados e
o eixo vertical representa a porcentagem de arvores permutadas que suportam um
determinado subtipo.

Para observar a similaridade entre as sequéncias pertencentes ao subtipo C
encontradas neste trabalho e outras ja descritas anteriormente, estas foram alinhadas
juntamente com seis seqiiéncias isoladas da regido Sul do pais (regides gag e env) por
Monteiro et al. (2007) e quatro seqiiéncias de diferentes paises utilizadas como protdtipos
(gag, pol e env). As percentagens de similaridade, calculadas por meio de uma matriz de
identidade para cada regido, estio demonstradas na Tabela 16. Os isolados de Manaus
apresentam maior similaridade quando comparados com os isolados do Brasil em relagao aos

isolados dos demais paises.
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Tabela 16: Comparacdo das seqiiéncias de nucleotideos dos isolados AM090 e AM107 com
isolados do sul do pais (DQ70, DQ66, DQ63, DQ61, DQ57 E DQ56) e de diferentes
origens geograficas (CBR92, CET86, CIN95 e CZA04).

AMO090 AM107
env pol gag env pol
DQ70 88,7 - 95,0 86,6 -
DQ66 91,3 - 95,0 88,0 -
DQ63 91,1 - 93,6 89,0 -
DQ61 88,3 - 93,8 87,2 -
DQS57 88,4 - 95,7 88,2 -
DQ56 87,9 - 94,0 86,4 -
CBR92 91,1 94,3 94,7 90,2 94,4
CET86 87,3 91,2 92,8 86,0 92,3
CIN9S 88,7 92,9 91,4 87,0 94,0
CZA04 84,7 92,0 91,7 83,1 92,6

5.9 Analise do recombinante B/F

Pelo método de Bootscaning também foi analisado o isolado recombinante B/F AM47.
Foram concatenadas as seqiiéncias das regides gag, pol e env deste isolado, que foram
alinhadas juntamente com as seqiiéncias completas dos prototipos pertencentes aos outros
subtipos. O Grafico 4 demonstra que o isolado AM47 apresenta maior similaridade com os
isolados do subtipo B nas regides gag e pol, e maior similaridade com isolados do subtipo F

na regido env, apresentando ponto de recombinagédo entre as regides pol e env.
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Grafico 4: Analise por Bootscanning das seqiiéncias de nucleotideos das regide gag, pol e

env do (isolado AM47). O eixo horizontal representa o nimero de nucleotideos
analisados e o eixo vertical representa a porcentagem de arvores permutadas
que suportam um determinado subtipo.
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6 DISCUSSAO

No Brasil, dados recentes sobre a prevaléncia de sorologia positiva para HIV entre
doadores de sangue ainda sdo escassos, mas a partir dos casos notificados ao Ministério da
Saude e alguns estudos anteriormente publicados pode ser observada uma redugdo nos casos
de contaminagdo por transfusdo sanguinea na década de noventa (BRASIL, 2006).

Em nosso trabalho, a prevaléncia de doadores com triagem positiva para HIV-1 na
populacdo analisada foi de 0,08%. Gongalves et al. (2006) relataram soroprevaléncia de 0,33
% entre doadores de sangue de Goias. Em investigagdes realizadas em outras regides do
Brasil e do mundo tem sido encontrada uma prevaléncia em torno de 0,20% (CHANDER;
PAHWA, 2003; GENDLER; PASCUCCIO, 2007; NETO et al, 2002).

A partir do banco de dados do HEMOAM, foi obtido um total de 121.468 doadores
nos ultimos seis anos (2000 a 2006). Desse total, 95 casos foram confirmados pelo Western
Blot, o que representa uma soroprevaléncia de 0,07 % entre doadores de sangue. Este dado ¢é
concordante com os encontrados em nosso trabalho, no periodo de janeiro de 2006 a margo de
2007, cuja prevaléncia foi de 0,08 % como citado anteriormente.

Entre os candidatos a doadores analisados, a maior freqiiéncia foi de individuos do
sexo masculino (n=24/77,4%), assim como a faixa etaria global do grupo de doadores, situada
em torno de 32 anos de idade (19-61), seguindo a tendéncia observada no Brasil entre
doadores em bancos de sangue (GONCALVES et al., 2006; NETO et al, 2002). Em relagao
aos fatores de risco, multiplos parceiros e cirurgia foram os mais freqiientes, com

porcentagens de 38,7% e 41,9% respectivamente.

A frequéncia de doadores de primeira vez verificada foi maior que a de doadores de

repeti¢do. Como tem sido observado por outros autores (GONCALVES et al., 2006), isto
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acontece porque as pessoas que doam sangue regularmente constituem um grupo de baixo
risco de contaminagdo, visto que estas sdo avaliadas todas as vezes que vao ao banco de
sangue. Os candidatos a doadores que obtiveram resultado positivo anteriormente sao
considerados inaptos para doar novamente. Além disso, sabe-se que algumas pessoas com alto
risco de contaminacao por HIV usam a doagdo de sangue como um meio para obter testagem
para este virus, o que contribui para a maior prevaléncia de soropositividade entre aqueles que
doam sangue pela primeira vez.

Verificamos que entre os doadores analisados, dez doadores eram de repeticdo. A
maioria destes (60%) soroconverteu em até 20 meses, como demonstrado na Tabela 12 do
item 5.1 dos nossos resultados. Este fato nos leva a pensar que a utilizacdo de metodologias
com maior sensibilidade e/ou especificidade baseadas em biologia molecular poderia
minimizar os riscos oferecidos por transfusdo de sangue a partir da diminui¢ao do periodo de
janela imunolégica, que se torna a principal fonte de contaminagao por transfusao.

Considerando as amostras com padrdo indeterminado para Western Blot, todas
apresentaram reatividade para a p24. Fato este que nos chama atengdo, uma vez que a
presenga de anticorpos contra esta proteina poderia ser indicativo de soroconversdo. Desta
forma, as amostras com padrdo indeterminado para o Western Blot foram submetidas ao
diagnéstico molecular por PCR para HIV-1 (regido env) e todas mostraram resultados com
padrao de amplificagdo negativo. Este resultado sugere que possa existir uma reatividade
cruzada de anticorpos contra outras proteinas com a p24 e demonstra a importancia do
diagnostico molecular para a elucidagdo de casos inconclusivos no teste confirmatorio,
considerando ainda que alguns individuos podem apresentar este padrao indeterminado por
um longo periodo de tempo, sem evidéncias de infecgio por HIV (FERREIRA; AVILA,
1996).

Vale a pena ressaltar que ndo ¢ aconselhdvel se excluir totalmente a possibilidade de
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um baixo grau de infec¢do nas amostras com resultados inconclusivos na sorologia e
negativos para a PCR. Nesses casos, sugere-se o acompanhamento ¢ repeticdo dos testes
sorologicos ¢ moleculares para a determinacdo com maior seguranga da infec¢do entre estes
doadores.

Todas as amostras positivas para o teste confirmatorio foram submetidas a
amplificagdo por nested PCR para as regides env, gag e pol, utilizando-se os iniciadores
descritos na Tabela 1 em Material e Métodos e utilizados em estudos anteriores (STEFANI et
al., 2007). Para as trés regides analisadas, algumas amostras ndo apresentaram produto de
amplificacdo. Entretanto, todas amplificaram para o gene da B-globina (controle endégeno).

Como relatado por alguns trabalhos (LAETHEM et al., 1998; LY et al., 2001;
REZENDE et al., 2002), as amostras que nao amplificaram podem sugerir a presenca de
linhagens virais divergentes ou baixo niumero de células que possuem o genoma proviral do
HIV, representando um pequeno numero de produto amplificado. Uma outra explicag¢do seria
a presenga de mutagdes nas regides onde se ligam os iniciadores, fato que poderia impedir a
formagao dos produtos de amplificacao.

De acordo com Cunningham et al. (2003), uma das limitagdes da PCR na identificagdo
do HIV ¢ a variacdo do genoma, e o percentual de detec¢do do DNA-HIV pela PCR em
individuos reativos pode variar sensivelmente dependendo dos iniciadores utilizados na
reacdo. Isso nos leva a pensar que a aplicacdo da PCR deve sempre ser acompanhada da
sorologia para uma melhor avaliagdo do diagnostico para HIV.

Com o objetivo de caracterizar os subtipos e possiveis recombinantes circulantes na
populacao estudada, escolheu-se amplificar as trés regides génicas estruturais (gag, pol e env)
recomendadas para estudos filogenéticos e que vem sendo utilizadas com sucesso para este
fim (MONTEIRO et al., 2007).

O sequenciamento de uma unica regido viral ndo permite a detec¢do de recombinantes,
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0 que ressalta a importancia da analise de outras regides virais para melhorar a sensibilidade
de detec¢do de potenciais mosaicos gendmicos, considerando que alta freqliéncia de
recombinantes entre a populagdo de individuos infectados por HIV no Brasil ja foi descrita
por varios pesquisadores (CABRAL et al., 2006; STEFANI et al., 2007).

Neste estudo, foi avaliada a freqii€ncia dos subtipos de 31 candidatos a doadores que
retornaram a0 HEMOAM. Do total de amostras analisadas, foram obtidas 26 seqiiéncias para
a regido gag, 23 para pol e 28 para env. A partir da analise filogenética dessas seqiiéncias foi
encontrada predominancia do subtipo B entre estes isolados, semelhante ao encontrado em
estudos prévios realizados em outros Estados brasileiros.

Em Brasilia, Cerqueira et al. (2004) encontraram 96% de isolados pertencentes ao
subtipo B e 4% pertencentes ao subtipo F, por meio da analise de sequéncias da protease ¢
transcriptase reversa. Em amostras coletadas nos Estados de Goids, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, a prevaléncia dos subtipos encontrados por Stefani et al. (2007) foi de 69.9%
B, 1.7% F, 1% C e 14.5% recombinantes (B/F, B/D, B/C, e C/D) com base na analise das
regides gag e env. Em estudos conduzidos na regido Sudeste, Cabral et al. (2006)
demonstraram porcentagens de 75.2% B, 9.3% F, 3.1% C e 12.4% B/F no Espirito Santo,
analisando as regides gag e env. Proietti et al. (1999) encontraram 90% B e 10 % F em Minas
Gerais, baseando-se somente na analise da regido env. No Estado do Ceara, Gadelha et al.
(2003) observou 81,2 %B, 2,7 % F ¢ BF.

A cidade de Manaus ¢ situada no Amazonas, Estado que faz fronteira com Venezuela,
Colombia e Peru. Nesses paises, também foi observada a predominancia do subtipo B entre os
individuos infectados pelo HIV-1 (BOUCHARD et al., 2007; HIERHOLZER et al., 2002;
SANCHEZ et al., 2000).

Vicente et al. (2000), em estudo conduzido com individuos infectados por HIV-1

residentes no Amazonas, observaram por meio da analise das regides gag, pol e env,
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proporcao semelhante entre os subtipos B e F (51,6% e 48,4% respectivamente). Estes
resultados diferem dos encontrados em nosso trabalho e nos estudos realizados em outras
regides do pais.

Dentre os isolados pertencentes ao subtipo B, pode-se observar varia¢des intra-
subtipos genéticas e antigénicas da alca V3 a partir da dedugdo das seqiiéncias de
aminoacidos de 19 amostras. O tetrapeptidio mais prevalente foi o motivo GPGR (68,4%),
comum nas linhagens norte-americanas ¢ européias, seguido pelo variante brasileiro B”
GWGR (15,8%). O variante GWGR ja havia sido relatado entre isolados do Amazonas por
Vicente et al. (2000). A prevaléncia da variante B” encontrada em nosso estudo difere das
verificadas em pesquisas anteriores, que varia de 28% a 57% dependendo da origem
geografica dos isolados (CABRAL et al., 2006; GADELHA et al., 2003; MORGADO et al.,
1998).

Também foram encontradas as seqiiéncias GPGK, GFGR e AWGR. Em estudos
conduzidos na regido Sudeste (Rio de Janeiro, S3o Paulo e Minas Gerais), Bongertz et al.
(2000) encontraram uma prevaléncia de 10,5 % para cada uma das variantes GFGR e GPGS.
Covas et al. (1998) também observaram a ocorréncia dos motivos GFGR, GLGR E GPGK em
isolados de Sao Paulo. Nao existem muitos estudos sobre as implicagdes dessas variantes
sobre a epidemia do HIV/Aids no Brasil. Portanto, mais estudos sdo necessarios para melhor
entendimento do papel da heteregoneidade da alga V3 encontrado no pais.

Como descrito anteriormente, varios trabalhos demonstram predominancia do subtipo
B, seguida do subtipo F, e casos esporadicos de subtipos C, e D no Brasil. Na regido Sul,
entretanto, o subtipo C ¢ altamente freqiiente. Em estudo conduzido em Porto Alegre
(SOARES et al., 2003) foi relatada propor¢do semelhante entre os subtipos C (40%) ¢ B (45
%), ¢ 3% de recombinantes (B/F e B/D). Desta forma, observa-se um complexo padrdo de

distribuicdo dos subtipos nas diferentes regides geograficas do Brasil, com uma expansao do
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subtipo C no sentido Sul-Norte do pais.

Entre os isolados deste trabalho, um foi identificado como recombinante BF (Bgag,
pol/Fenv). A presenca do subtipo F ja foi observada na Colombia (EYZAGUIRRE et al., 2006)
e o recombinante BF ja foi descrito na Venezuela (BOUCHARD et al., 2007). No Brasil
também ja foi observada a presenca desse subtipo e recombinante BF, inclusive na regiao
Norte (VICENTE et al., 2002). Na analise feita pelo método bootscaning, pode ser melhor
observado que este isolado apresenta maior similaridade com os isolados do subtipo B nas
regides gag e pol, e maior similaridade com isolados do subtipo F na regido env, coma
presenga de um ponto de recombinagdo. Na analise filogenética para a regido env, este isolado
ficou agrupado no mesmo cluster do recombinante BF isolado na Argentina e do subtipo F1
isolado no Brasil.

Uma das amostras foi identificada como pertencente ao subtipo F para a regido env,
ndo sendo possivel a analise filogenética para as outras regides. Desta forma, ndo se pode
afirmar que este isolado trata-se de um F puro ou de um recombinante. Entretanto, este
também ficou agrupado no mesmo cluster que o recombinante BF isolado na Argentina, do
subtipo F1 isolado no Brasil e do recombinante isolado neste trabalho.

Em nosso trabalho, dois isolados foram identificados como pertencentes ao subtipo C.
A presenga desse subtipo na regido Norte ainda ndo foi relatada na literatura. Considerando o
estudo realizado no Amazonas (VICENTE et al.,, 2000) com amostras coletadas entre
novembro de 1996 a margo de 1997, pode-se sugerir que o subtipo C foi introduzido na regido
recentemente e posteriormente aos subtipos B e F.

O primeiro subtipo C no Brasil foi descrito no ano de 1990, antes disso apenas o
subtipo B havia sido identificado (SOARES et al., 2003). Os individuos infectados pelo
subtipo C analisados neste trabalho sdo doadores de primeira vez, o que significa que fizeram

apenas uma tentativa de doacdo no HEMOAM. Dessa forma, ndo € possivel estimar o periodo
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de soroconversao destes candidatos a doadores. O que se pode afirmar ¢ que um dos doadores
esta infectado desde o ano de 2004 e o outro desde o ano de 2006 (data da tentativa de
doagdo). Estes individuos ndo estdo entre os grupos de fatores de risco mais freqiientes
encontrados neste trabalho, que foram comportamento sexual de risco (multiplos parceiros) e

realizacdo de cirurgia.

O subtipo C ¢ atualmente o subtipo mais prevalente do mundo, responsavel por mais
da metade das infec¢des por HIV. E responsavel pela maioria das infecgdes em regides como
Africa do Sul, Israel, India e China. Observa-se um aumento no numero de individuos
infectados por esse subtipo nos paises mais desenvolvidos. Em alguns paises, como no Brasil,
esse subtipo ¢ causador de infecgdes locais, sendo o mais prevalente na regido sul do pais,
como citado anteriormente. A presenca desse subtipo em Estados como Rio de Janeiro e Sao
Paulo, sugere o aumento e/ou disseminagdo desse subtipo em outras regides brasileiras
(SOARES et al., 2003). Nossos resultados confirmam o crescimento do subtipo C em outras
regides, assim como a introdugdo deste subtipo na regido Norte.

Na Venezuela, ja foi descrita a introdu¢do do subtipo C e recombinante BC. O
individuo com o subtipo C foi infectado na Africa do Sul e o com recombinante BC possuia
um comportamento sexual de risco e histérico de viagens para Portugal ¢ Africa do Sul
(CASTRO et al., 2003 a; CASTRO et al., 2005 b).

O Amazonas abriga a Zona Franca de Manaus, que é responsavel por uma alta
circulagdo de pessoas envolvidas com mercado de exportagdo e importacio. A BR-174
interliga o Amazonas a Venezuela, a partir de Manaus. O Porto de Manaus esta localizado na
area central da cidade e atende toda a regido Norte, além de Estados como Mato Grosso. Os
principais mercados internacionais sdo China, Coréia, Japao, Estados Unidos, Argentina,
Italia e Espanha. Esses fatores contribuem para a grande circulagdo de pessoas no Amazonas

de diferentes localidades geograficas, o que nos faz pensar que a introdu¢ao de uma linhagem
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viral na regido possa ter diferentes origens.

Entretanto, o grupo monofilético formado pelas seqiiéncias do subtipo C para as trés
regides génicas analisadas sugere introdu¢do recente desse subtipo no Brasil por uma ou por
um grupo de linhagens similares. Essa hipotese tem suporte nas menores distdncias genéticas
entre as seqiiéncias brasileiras quando comparadas com as de outros paises, a exemplo da
Africa onde a epidemia de aids é causada por multiplas introdugdes virais. Como observado
por Monteiro et al. (2007), as seqiiéncias obtidas nesse trabalho também apresentaram
similaridade maior com o isolado da India, onde ¢ sugerida uma introdugio recente do subtipo
C. Além disso, essas seqiiéncias também apresentaram maior similaridade com seqiiéncias
isoladas na regido sul do pais, como demonstrado na Tabela 16 no item 5.8 dos resultados.

Esses dados nos levam a sugerir que a introdu¢ao do subtipo C na regido Norte possa
ter ocorrido via Sul do pais. Entretanto, os dados epidemiologicos dos individuos infectados
com o subtipo C analisados neste trabalho nao nos dao informagdes a respeito de possiveis
viagens ou contatos com pessoas oriundas a regido Sul do Brasil.

Nossos resultados contribuem para uma melhor compreensdo das caracteristicas e
epidemiologia dos isolados do HIV-1, sendo necessarios maiores estudos para a definicdo do

padrdo de transmissdo das cepas circulantes no Brasil.
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7 CONCLUSAO

7.1 Este trabalho permitiu a determinagdo da soroprevaléncia para o HIV-1 na populacdo de

doadores de sangue da Fundagdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM);

7.2 A metodolgia de nested PCR demonstrou ser uma ferramenta util para a detec¢do do DNA
proviral. A maioria das amostras apresentou padrdo de amplificacdo positivo para as trés
regides virais. Entretanto, nossos resultados demonstram a importancia da utilizagdo de mais

de uma regido viral para este fim.

7.3 A partir do seqiienciamento e analise filogenética, pode-se observar entre os isolados
deste trabalho a presenca do subtipo B do HIV-1 mais prevalente, seguido dos sutipos C, F e

forma recombinate BF.

7.4 A andlise da variabilidade intra-subtipo, nos isolados do subtipo B revelou a
predominancia do motivo GPGR, comum nas linhagens norte-americanas e européias,
seguida pelo variante brasileiro B” GWGR. Outro variantes descritos anteriormente na

literatura também foram encontrados em nosso estudo.

7.5 Este trabalho permitiu a identificagdo do subtipo F e de um recombinante BF (Bgag,
pol/Fenv). A presenca de um recombinante em nossos resultados ressalta a importancia do
sequenciamento de mais de uma regido viral para a detec¢do de potenciais mosaicos

genomicos.

7.6 A prevaléncia dos subtipos encontrados neste trabalho mostrou a introdug¢do do subtipo
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viral C na regido Norte, ainda ndo relatada na literatura. Nossos resultados contribuem para
uma melhor compreensdo das caracteristicas e epidemiologia dos isolados do HIV-1 e
confirmam o aumento da disseminagao do subtipo C em outras regides do Brasil, como vem

sendo observado em outras pesquisas.

7.7 A maior similaridade das seqiiéncias do subtipo C isoladas neste trabalho com as isoladas
no Sul do Brasil, nos leva a sugerir uma introducao do subtipo C na regido Norte via Sul do

pais.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TITULO DO ESTUDO: Caracterizagdo dos genétipos do HIV em doadores de sangue soropositivos
da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ira contribuir com informagodes sobre os tipos do virus
HIV envolvidos na infec¢ao de doadores de sangue do Estado do Amazonas, promovendo um melhor
entendimento sobre a doenga.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera coletada amostra de 10 mL de sangue. Serdo feitos testes
para verificar a presenca do virus e a confirmacao mais segura do diagnostico da infeccdo. Alguns
destes testes serdo realizados na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas - HEMOAM
em Manaus ¢ outros na Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto.

RISCOS E DESCONFORTOS: Niao existem riscos associados a participacdo deste estudo. O unico
desconforto ¢ o da picada da agulha.

BENEFICIOS: A participagio neste estudo ndo traz nenhum beneficio direto ¢ imediato para o
senhor(a), mas ajudara no conhecimento e na prevencgdo do HIV.

ACOMPANHAMENTO ASSISTENCIAL: O senhor(a) terd, sempre que necessario, orientacao,
esclarecimentos de duvidas, acompanhamento clinico e laboratorial pela equipe médica da
FHEMOAM, no que diz respeito ao HIV, podendo entrar em contato com as doutoras Katia Torres e
Adriana Malheiro (HEMOAM: Tel: 92-655-0111/ 92-656-0113). Também serdo feitos pela equipe
médica do HEMOAM os encaminhamentos necessarios de acordo com o local onde o doador residir.
VOLUNTARIEDADE: A sua participagdo neste estudo é voluntaria, podendo ser retirada a qualquer
momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento no HEMOAM.

CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os seus dados pessoais referentes a
participacdo neste estudo permanecerao confidenciais, ndo sendo divulgados de forma a declarar a sua
identidade.

USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biologico coletado (sangue) sera
utilizado somente para o que se propde neste estudo e solicitamos a sua autorizagdo para
armazenamento de material para estudos posteriores. Garantimos que toda nova pesquisa a ser
realizada utilizando as amostras armazenadas sera submetida a aprovagio do Comité de Etica em
Pesquisa — CEP da FHEMOAM e, se for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP.

O Sr.(a) autoriza que o seu sangue seja guardado para pesquisas futuras das caracteristicas do virus e
de como o corpo convive com a infec¢ao? ( ) Simou ( )Nao

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Ap6s ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questdo.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

(Impressao dactiloscopica)

Manaus, /[
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APENDICE B — Questionario Epidemioldgico

Titulo do projeto: Caracterizagdo dos gen6tipos do HIV em doadores de sangue soropositivos
gda Fundagao de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas

Codigo:

Dados pessoais/ demograficos:

Numero da bolsa:

Data de nascimento: ~ / /

Sexo: FII M []

Data da doagao: / /

Local da doagdo: [ HEMOAM [ Maternidade Ana Braga [ Coleta Externa (Manaus)

Dados epidemioldgicos:

E a primeira doagdo? [J Sim [] Nio
Quando foi a ultima doagao?(informar dados das doacodes
anteriores)

Estado civil: [0 Casado [J Solteiro [J Viavo [ Divorciado [J Outros
Multiplos parceiros? [ Sim [ Nao

Profissao :

J& trabalhou em: [ Hospitais [ Clinicas médicas [ Unidades de didlise [ Laboratorio
] Consultorio dentario [ Afins

J& precisou receber transfusdo de sangue? [1 Nao [ Sim

Quando? Por qual motivo?

Ja teve hepatite? [ Sim [] Nao
H4 quanto tempo?
Faz ou fez uso de drogas injetaveis/outras? [1 Sim [] Nao
Ja fez cirurgia? [ Sim [ Ndo Quando?
Qual?
Possui tatuagem ou piercing? [J Sim [ Ndo
Utiliza terapia por acupuntura? [1 Sim ] Nao
Faz uso de bebidas alcodlicas? [1 Sim  [] Nao

Comentarios:

Responsavel pelo preenchimento:

Data: / /
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