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RESUMO

Floriandpolis possui a segunda maior taxa de imcidéde casos
de AIDS entre as capitais brasileiras, mas poucca® sobre a
epidemiologia molecular do HIV-1 e a prevaléncia mdsisténcia
primaria a drogas nesta cidade. Com o intuito déhaneentender a
dindmica da epidemia do HIV-1 na regido metropoaditade
Floriandpolis foram analisadas as regides gendmamsenvelope,
protease, transcriptase reversa e integrase dolHI¥-82 individuos
soro-positivos e virgens de tratamento. A formaétiea do HIV-1 mais
frequente foi o subtipo C (65,8%), seguido por sep@saico BC
(18,3%), subtipo B (13,6%), subtipo F1 (1,2%) e urdmma
recombinante BCF1 (1,2%). Uma associagdo estaiiséote
significativa entre categorias de exposicdo e pabtido HIV-1 foi
observada no presente estudo. Mais de 75% dasdaenambinantes
BC e de sequéncias subtipo C pertenciam a sujddosategoria de
exposicao heterossexual, enquanto que 73% dasnsdam&ubtipo B
eram provenientes da categoria HSH. Mutacdes d&téesia a drogas
foram observadas em 11% dos individuos estudadpsesgnte estudo
confirma a alta prevaléncia de subtipo C e forreaembinantes BC no
estado de Santa Catarina e revela uma diferengificagte p<0,05) na
distribuicdo dos subtipos virais entre as diferentategorias de
exposicdo, bem como demonstra uma prevaléncia decéaes de
resisténcia primaria maior que a encontrada na rimagtas cidades
brasileiras.

Palavras chavesHIV-1, epidemiologia molecular, subtipo C, mutaces
de resisténcia, Florianopolis.






ABSTRACT

Florianépolis has the second highest AIDS incidenceong
Brazilian capitals, but limited information is alsdile about HIV
molecular epidemiology and prevalence of primanygdresistance. In
order to better understand the dynamics of the HiWthe metropolitan
region of Florianépolis, envelop@rotease, reverse transcriptase and
integrase genomic regions from 82 treatment-naive HIV-positiv
individuals were analyzed. The most frequent HI'gehetic form was
subtype C (65.8%) followed by mosaics BC (18.3%)btgoe B
(13.6%), subtype F1 (1.2%) and BCF1 recombinanf%). A
statistically significant association between expescategories and
HIV-1 subtypes was seen herein. Over 75% of HIVEl il8combinants
and subtype C sequences belonged to subjects irhdterosexual
exposure category, whereas 73% of subtype B segsemere in MSM
exposure category. Primary drug resistance mutatisere observed in
11% of the individuals. The present study confithes high prevalence
of subtype C and BC recombinants in Santa Cat&iate and reveals a
significant differenced<0,05) in the subtype distribution among distinct
virus exposure categories, as well shows a prevalehdrug resistance
mutations higher than the reports from the mostiaa cities.

Key words: HIV-1, molecular epidemiology, subtype C, resis&anc
mutations, Floriandpolis.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) @audas
doencas infecciosas de maior importancia a afe¢gpécie humana em
toda sua histéria. Atualmente, as mortes causaglasAIDS sdo mais
numerosas que doengas como tuberculose ou maki@, 2010) Os
primeiros relatos de individuos com AIDS foram ségidos no ano de
1981 em pessoas homossexuais que apresentavanasioargs, como
pneumonia pneumocistica e Sarcoma de Kap@EDFFMANN;
ROCKSTROH; KAMPS, 2007) Logo se registrou a ocorréncia da
sindrome também em usuarios de drogas injetaveiadiziduos
hemofilicos, que recebiam frequéntemente doacddsenwderivados.
Em um curto periodo de tempo todas as formas d&gios foram
identificadas.

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) pode sangmitido
através de contatos sexuais desprotegidos, sendbmante a relagdo
heterossexual a forma mais frequente de contagin,domo através do
compartilhamento de agulhas por usuérios de drogegtaveis (UDI),
transmisséo vertical durante a gravidez ou atrdeésleitamento e pela
transfusdo de hemoderivados contaminados com @. vilmportante
salientar que o HIV ndo é transmitido pela sals@gr ou aerossois
produzidos por espirros de individuos infectados.

1.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE HIV/AIDS

Em 1983, apenas dois anos ap0s o aparecimentoridusirps
casos de AIDS, foi isolado o agente causador dagdo@ARRE-
SINOUSSI et al., 1983; GALLO et al., 1984). HIV pertence ao género
Lentiviruse familiaRetroviridae, existindo dois tipos do virus: H\&1
HIV-2. Morfologicamente HIV-1 e HIV-2 sdo muito sefhantes,
apresentando diferencas nos genes acessorios esaarlecular de
suas proteinas de membrana. Enquanto o HIV-2 é srgatogénico e
causa infeccdes restritas ao oeste da Africa, o-HI® o grande
causador da epidemia de AIDS no mundo, sendo dividbs grupos
M, O, N e P(RAMBAUT et al., 2004; PLANTIER et al., 2009)

Cada particula viral do HIV-1 tem aproximadamek®nm de
didmetro e possui um envelope lipoproteico originagh célula
hospedeira(HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2007)No envelope
estdo ancoradas as proteinas virais gp120 e glédi,de proteinas do
hospedeiro, como adesinas e MHC, que sdo incorg®naa momento



do brotamento viral e podem facilitar na ades@atsae células alvo
(Figura 1). Na face interna do envelope viral, ecaado a ele, esta a
proteina pl17, formadora da matriz viral, estrutyura cerca o capsideo.
O capsideo é formado pelas proteinas p24 e deslzcsd encontram as
enzimas necessérias a replicacdo viral: transedpt@versa (RT),
integrase (INT) e protease (PR), assim como o gandral composto

por duas copias lineares de RNA.

gp41 gp120

Protease

Integrase

Figura 1. Representacdo esquematica do HIV-1, evidenciando s
organizacao estrutural.

O genoma do HIV-1 possui aproximadamente 10 mil
nucleotideos, sendo composto por nove genes fladgaepor regides
LTR (long terminal repeat)(Figura 2) (SLEASMAN; GOODENOW,
2003) Estas regides terminais ndo codificam nenhumaimat mas sao
importantes na regulacdo da expressao génica ®irabnectam o
genoma do virus ao DNA da célula hospedeira durameocesso de
integracdo. Os trés principais genes Vvigag, pole eny, estdo presentes
em todos os retrovirus e codificam respectivamasteproteinas do
capsideo, as enzimas virais e as proteinas presentmvelope.

Os outros seis genes sao considerados acessorigdoe
denominadosvif, vpu vpr, tat, rev e nef Os genedat e rev sdo
expressos no inicio da replicacdo viral (genes iates) e suas
respectivas proteinas ligam-se a regifes reguladwagenesnv e na
regido LTR, estimulando a transcricdo do DNA pralyitransporte do
RNAmM para o citoplasma e tradu¢do do mesmo emipesgestruturais
e enzimas essenciais para a infeccdo de novasaséMILLER;
SARVER, 1997) A proteina Vif participa da evasao de mecanisd®s
resposta imune inata e também estimula a transcdig@®NA proviral.
O genevpr tem papel na replicacdo do HIV-1 em macréfagovésraa
ligacdo de sua proteina na regido LTR, promoveratterhente a



transcricdo do genoma Vir@ULLEN, 1998) O genevpuesta envolvido
com o brotamento das particulas do virus e o gehesta envolvido
com varios mecanismos de evasdo da resposta inmuspedeiro,
uma vez que a proteina Nef inibe a expressdo déculas MHC-1 e
CD4 na superficie da célula infectada, impedindgistema imune de
detectar a infeccao vir@COLLINS et al., 1998; PETER, 1998)

EEE ] - 1 N
B . W EW
I mI | |

Figura 2. Representacdo esquemética do genoma do HIV-1. @sgrdos
coloridos representam 0s nove genes virais.

A interacéo inicial entre HIV e células do hospedeicorre pela
interacdo entre gpl20 viral e a molécula da menabraalular
denominada CD4. Esta molécula é encontrada nafiupate células
como linfécitos T, mondcitos, macréfagos, célulandtiticas e da
microglia(HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2007)A proteina gp120
do envelope viral é capaz de ligar-se ao CD4 eainiz processo de
infeccdo. Apds esta ligagdo, ocorre interacdo esiti@s da gpl120 com
um co-receptor de quimiocinas, CCR5 ou CXCR4, sendoa escolha
de um destes co-receptores vai depender da céllada cepa viral
infectante e do estagio da doenca. A ligacdo da2@pebm a molécula
de CD4 e subsequentemente com o co-receptor deoguias leva a
mudancgas conformacionais da gp120 e consequent@elissociacio
da gp4l. Finalmente, sequéncias peptidicas hidazfébda gp4l
promovem a fusdo entre a membrana da célula e elogrey viral
(QADIR; MALIK, 2010).

Uma vez livre na célula, o capsideo viral liberamaterial
genético do virus e as enzimas que ele carregagoofifOFFMANN;
ROCKSTROH; KAMPS, 2007) A transcriptase reversa (RT) sintetiza
DNA através do RNA viral utlizando nucleotideos d&lula
hospedeira. O DNA viral entéo é transportado adeoionde a enzima
viral integrase liga-o covalentemente ao genomaéiiala hospedeira,
tornando-se assim um provirus. Sob a forma de umpopente integral
do genoma da célula hospedeira, 0 DNA provirahastrito utilizando
a maquinaria celular. Como ja citado, primeiro efipressos 0s genes
imediatos tat e rev, cujas proteinas possuem efeitos regulatorios



essenciais sobre a transcricdo dos outros gend&o Ema longa
molécula de RNAm policistrénico é sintetizada, pssada e traduzida.
A partir do geneenv é traduzida uma proteina de 160 kD que é clivada
pela protease viral e origina as proteinas gpl2p4l do envelope
viral, estas, assim que traduzidas séo transper@aaaembrana celular.
O genepol codifica as enzimas RT, protease e integrase,ashoLo
genegag € responsavel pelas proteinas pl7 e p24, respecite
matriz e capsideo viral, e p6, uma proteina proaetio genoma viral.
Com o auxilio de proteinas acessorias a particitll € montada
contendo duas copias de RNA viral e as trés enziinais (GANSER-
PORNILLOS et al., 2008)Ao brotar da célula ocorre a formacgédo do
envelope viral, no qual estardo expressas as pastgjpl20 e gp4l O
processo de maturacdo do HIV ocorre nos instamiesis apos o
brotamento. A enzima protease age na particuld ndem formada,
clivando as proteinas do capsideo e dando a eldarma cbnica. Com

0 capsideo em sua conformacao final a particulaHt6 torna-se
infecciosa.

As primeiras células infectadas pelo virus geratmeéo células
dendriticagwuU; KEWALRAMANI, 2006). Estas células sdo encontradas
em varios tecidos humanos, entre eles o trato alemitmucosa anal,
principal via de infeccdo do HIV. Desta forma, @&utas dendriticas
conduzem o virus aos linfonodos onde ocorre a¢éfecle linfocitos T
CD4, principal alvo do HIV. Tecidos linféides sdambiente perfeito
para o virus infectar novas células e replicareggdamente. Nesses
tecidos h& grande concentragéo de células T Chdirdante producéo
de citocinas pro-inflamatoérias, o que leva a afigage linfocitos
infectados e consequentemente a replicacdo do. Witecinas como
IL-1 e TNFw sdo capazes de estimular a replicacdo viral ardeé
ativacdo de mensageiros secundarios que se ligegi¥ LTR do HIV
(PETERLIN; TRONO, 2003) A presenca do provirus no genoma de
células T em linfonodos é até 10 vezes mais fraglida quem em
células mononucleares no sangue, tornando estésdeus principais
reservatérios virais e o local de maior destruigédinfécitos T CD4
(HOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2007).

A patologia causada pelo HIV pode ser dividia e@s fiases: a
fase aguda, que ocorre logo apés a infeccdo, adaskténcia ou
cronica e a fase de AIDGIOFFMANN; ROCKSTROH; KAMPS, 2007)
Durante a fase aguda da infec¢do, podem surginglgimtomas como
febre e linfoadenopatia devido aos altos niveigegécacdo viral. Nesta
fase da infeccdo ndo ha resposta imune adaptatisacarga viral



plasmatica frequentemente é superior ApEBticulas/mrh de sangue.
Apés algumas semanas, a resposta imune mediadéinfimitos T
citotoxicos HIV-especificos controla a viremia ecarga viral se
estabiliza em valores menores. Ocorre também &®averséo devido
a producdo de anticorpos. A resposta imune € cajmazconter
momentaneamente o virus e o nimero de células T cbdlantes
aumenta consideravelmente, porém nunca voltam alogseg prévios a
infecc80(MELLORS et al., 1995)Fatores genéticos do hospedeiro e da
cepa do HIV podem influenciar os niveis de reploagiral na infec¢éo
aguda, fazendo com que o patamar de particulais diraulantes seja
bem variavel. Este fato é determinante para smast velocidade com
gue a infeccdo evoluird e quédo rapido os sinaisico$ da doenca
surgirdo. Por definicdo, a infeccdo aguda esteaddes periodo de
exposi¢do ao HIV até o desenvolvimento da respiostae humoral.
Esta etapa também pode ser chamada de janela igigaoldevido a
auséncia de anticorpos contra HIV e a impossilukdde diagnostico da
infeccao por testes soroldgicos.

Apo6s a infeccdo aguda, um periodo de equilibriccaiplicacéo
viral e resposta imune do hospedeiro é atingidta fase pode durar por
muitos anos sem haver manifestagfes clinicas dacdpesendo
denominada fase de laténcia. Porém, mesmo apammtersaudaveis,
os individuos infectados produzem uma grande cuefgi de virus e a
perda de células T CD4 ocorre tanto pela lise @eddeplicacdo e
brotamento de particulas virais quanto pela destoupor linfécitos T
CD8 e apoptose das células infecta@a@E; HAASE, 2003).

O final da fase de laténcia ocorre quando a imwpressao é
muito acentuada e o sistema imunolégico ndo é cagiaz de proteger
o individuo soropositivo de infeccbes por patdégemportunistas.
Quando o paciente soropositivo tiver alguma infeqpdr um patdgeno
oportunista caracteristico ou a contagem de litdécl CD4 for abaixo
de 200 células/minde sangue ele é caracterizado como portador de
AIDS. Doencas como pneumonias causadasPpeumocystis carinii
infeccdes na orofaringe pdCandida spp. tuberculose pulmonar e
extrapulmonar causadas por micobactégiaisfecgdes virais por herpes
simplex e citomegalovirus sdo comuns na fase desAdlndicadores de
imunossupressao acentuada. Outros sinais como, febrda de peso,
sudorese noturna e diarréia também surgem quarndfecgao ja esta
bem avancada. Os individuos com AIDS podem evenardke ser
acometidos por tumores malign@E®FFMANN; ROCKSTROH; KAMPS,
2007).



1.2 EPIDEMIOLOGIA DE HIV/AIDS

A epidemia causada pelo HIV parece ter se estabidiznos
Gltimos anos. O numero anual de novas infec¢camumao baixou de
3,2 milhdes em 1997, quando a incidéncia de nosegscalcangou seu
apice, para 2,6 milhdes em 2009, representandoquieda de mais de
21% (WHO, 2010) Nos ultimos anos o niumero de mortes relacionadas
AIDS também vem decaindo, passando do auge em 2Q@¢hdo se
estimou cerca de 2,1 milh6es de mortes, para 1ies em 2009. Este
declinio é explicado tanto pela queda da incidédeianovos casos a
partir de 1997, quanto pela crescente disponiliidde acesso ao
tratamento antiretroviral.

Existe uma grande discrepancia na distribuicdo rgdiog das
pessoas vivendo com HIV/AIDS. A Africa sub-saarianatem 68% de
todos os casos da infec¢éo pelo virus no munddpsgure a prevaléncia
de individuos infectados em alguns paises africande chegar a mais
de 25%(WHO, 2010) Além disto, 90% das criancas soropositivas no
mundo vivem na Africa sub-saariana. Apesar de nédssyirem a
magnitude da epidemia na Africa, outros continentambém
apresentam nlimeros preocupantes. Sdo quase 5 snilkdiafectados
na Asia, 1,4 milhGes na América Latina, 1,5 mithda América do
Norte e 1,4 milhdes no Leste Europeu. Apenas Esthddalos e Russia
possuem respectivamente 1,2 milhdes e 1 milhdoedsops vivendo
com HIV (WHO, 2010).

1.2.1 A Epidemia de HIV/AIDS no Brasil

De 1980 até Junho de 2009 o numero de casos acloautk
infeccdes pelo HIV no Brasil foi de 544.866, erdantd estimativas
apontam para 630 mil pessoas vivendo com o0 Vvirus pags
(COORDENACAO DE DST E AIDS, 2010)A prevaléncia é de 0,61%
entre pessoas na faixa etéria de 15 a 49 anosp sgredem mulheres
desta faixa etaria a prevaléncia é de 0,41%, etguge em homens é
de 0,82%. A razdo de casos de AIDS entre homendgleeraes, que era
de 15:1 em 1986, passou para 1,5:1 em 2009, demaodst uma
tendéncia de equilibrio entre os sexos. O totabhitbs acumulados
desde o primeiro caso da doenca até o final dodn@008 soma
217.091 mortes. A taxa de incidéncia de novos cdsosloenca no
Brasil encontra-se estavel desde o ano de 2002psgme em 2008
foram registrados 18,2 novos casos por 100 mil thadsis



(COORDENACAO DE DST E AIDS, 20104 regido Sudeste sustenta uma
trajetéria de queda no nimero de novos casos d& AiEsde o ano de
2003, enquanto na regido Sul o nimero de novos cediou a crescer
a partir de 2006, apresentando em 2008 a maiordaxacidéncia do
pais, 29,3 novos casos por 100 mil hab.

A principal via de transmissdo do HIV no Brasil éedacéo
heterossexual desprotegi@OORDENACAO DE DST E AIDS, 2030
Desde 1996 este é o principal método de contadre dwmens acima
de 13 anos de idade e no ano de 2009 representiib 416s casos de
infeccdo pelo HIV entre homens. A categoria de sigdo classificada
como homens que fazem sexo com homens (HSH) repoes26,3%
das infecg¢des por HIV em 2009. Infec¢des atravésodmpartilhamento
de seringas e agulhas por usuérios de drogasvieigtiambém teve sua
prevaléncia reduzida com o passar dos anos nol.B&#&si1997 22,6%
dos casos de AIDS eram consequiéncia desta forntardégio entre
homens e 19,5% entre mulheres. No ano de 2009 est®&ros
passaram para 6,7% em homens e 2,4% em mulheregxdeminino
a via heterossexual é responsavel por 97% dasddec

O estado de Santa Catarina (SC) possui aproximadente
milhdes de habitantes e desde 1984, quando séroegisprimeiro caso
de AIDS no estado, 26.057 casos da doenca ja foratificados
(SECRETARIA DA SAUDE DE SANTA CATARINA, 2009) Em 2008 a
incidéncia foi de 29,6 casos por grupo de 100 miitantes, uma das
maiores entre os estados brasileiros. Desde 200@neero anual de
novos casos se estabilizou e comecou a apresewmrgueda. Os
municipios com maiores numeros de casos da doéondalariandpolis,
Joinville, Itajai, Blumenau e S&o José, sendo dmeaRopolis possui a
segunda maior incidéncia de casos de AIDS denttast@as capitais
brasileiras(COORDENACAO DE DST E AIDS, 2010)Santa Catarina
apresentou 1,3 homens para cada mulher diagnastimad AIDS no
ano de 2008. A via de transmissdo predominante éelacao
heterossexual desprotegida (75%), seguida pelgar&aeHSH (12%) e
UDI (7%). Transmissdo vertical ou por transfusdohdenoderivados
representou 1% das infecgdes enquanto 4% eramrde fignorada
(SECRETARIA DA SAUDE DE SANTA CATARINA, 2009).

1.2.2 Epidemiologia molecular do HIV

O genoma do HIV possui uma grande variabilidadeétiean
devido a imprecisdo da enzima RT e a eventos aentginacao génica.
A etapa de transcricdo reversa do RNA viral, fpééa RT, pode gerar



de 1-10 mutacdes por genofiRAMBAUT et al., 2004) A rpida taxa
evolutiva do HIV faz com que o sistema imune sejaapaz de
combater tantas variantes virais, torna o deseimehto de vacinas um
desafio e permite o0 virus tornar-se resistente désnacos
antiretrovirais. Porém, esta caracteristica mutaotegenoma do HIV
permitiu que suas origens fossem tracadas com nmuéeisdo. A
historia evolutiva do HIV-1 e HIV-2 foi reconstr@dcom muitos
detalhes a partir de analises filogenéticas.

A descoberta do virus da imunodeficiéncia simid&/\Plermitiu
aos pesquisadores entenderem as origens do HIVog\s#o lentivirus,
sendo o SIV encontrado em mais de 20 espéciesimdatps africanos
(SANTIAGO et al., 2002F possivel que o HIV-1 tenha-se originado do
SIV presente em chipanzésan troglotydes que habitam o oeste e
centro da AfricaGAO et al., 1999)Nesta regido é comum a caca destes
macacos para o consumo da carne e este pode teio gfocesso
desencadeador das primeiras infeccdes, sendo pesgkly N, O e P do
HIV-1 originados de diferentes eventos de transioisgntre primata e
homem. Por sua vez, o HIV-2 é filogeneticamentesmadximo ao SIV
de macaco€ercocebus atysima espécie de primatas presentes apenas
na Africa ocidental, regifio onde as infeccbes pely-2 estdo
concentrada&GAO et al., 1992; HAHN et al., 2000)

O grupo M do HIV-1 é responsavel por mais de 90% da
infeccbes no mund@SPIRA et al., 2003).Este grupo é divido nos
subtipos A, B, C, D, F, G, H, J e K que séo classifos conforme a
similaridade de seus genomas. Pode haver uma éiveegde 20-30%
entre as bases do gesmy, a regido mais variavel do genoma do HIV,
entre os diferentes subtipos do grupo M. Além disioda existem
formas recombinantes entre os subtipos virais. dmbinacdo € um
fenébmeno que ocorre quando ha co-infeccdo de uividad com duas
Ou mais cepas virais, podendo levar a permuta derialegenético entre
elas resultando num virus com genoma recombinBe¢ido a grande
variabilidade do genoma do HIV, tanto pela altaatae erros da RT
quanto pelo processo de recombinacdo, a epidemididoé muito
complexa e apresenta por vezes um carater regf@FFMANN;
ROCKSTROH; KAMPS, 2007)

O subtipo B é predominante na Europa, Américas straAlia
(SPIRA et al., 2003; MCCUTCHAN, 2006Por ser o grande responsavel
pela epidemia nos paises ricos, este é 0 subtipbmgis estudado e
muitas das inovacgdes tecnoldgicas que visam o dendma HIV sdo



desenvolvidas e testadas contra o subtipo B. Pogsubtipos A e C
séo responsaveis pela maior parte das infeccoesyemqgue apenas na
Africa correspondem a mais de 80% dos infectadosulitipo C é
predominantemente encontrado no sul e leste dacaAfeé india,
enquanto que o subtipo A é encontrado no oestentnente africano.
E importante ressaltar ainda que nos paises dds@wgmais de 40%
das infec¢Bes recentes sdo de subtipos ndo B,velowente resultado
do aumento dos movimentos migratdrios.

No Brasil o subtipo B é o predominante, seguido pebtipo F1,
formas recombinantes BF1, subtipo C e formas recwntes BC
(TEIXEIRA et al., 2004; SA FILHO et al., 2005; PEDRO et al., 2007;
GADELHA et al., 2003; CARDOSO et al., 2009; MACHAD@ al., 2009)
Nas regides sudeste, norte, nordeste e centro-@@gais o subtipo B é
responsavel por 70-90% das infecgbes. Nestas mesegi®es 0s
subtipos F1 e recombinantes BF1 apresentam prevaéwvariando de
3-17% e 2-14%, respectivamente, enquanto que aéneip de subtipo
C registrada na maioria dos estudos é de no ma3¥mad\a regiao sul
do Brasil, o cenério epidemioldgico é bastanterelifee do restante do
pais. Estudos tém descrito a presenca de subtipmn @7-42% das
infeccdes no estado do Rio Grande do Sul, 48-79%a&m@a Catarina e
20-30% no Paran@ANTOS et al., 2007; BRIGIDO et al., 2007; LOCATEL
et al., 2007; RODRIGUES et al., 2006; RODRIGUESIet2010; FERREIRA
et al., 2008; TOLEDO et al., 2010A cepa mosaico CRF31_BC, uma
forma recombinante entre os subtipos C e B no gehe& encontrada
unicamente no sul do Brasil. Sua frequéncia € él@6% no estado do
Rio Grande do Sul, podendo ser encontrada em fne@gmenores em
Santa Catarina e Para(RODRIGUES et al., 2006; BRIGIDO et al., 2007,
TOLEDO et al., 2010).

1.3 TERAPIA ANTIRETROVIRAL

O primeiro medicamento antiretroviral (ARV) a séitizado no
tratamento de pessoas com HIV foi a zivudina (AB®)ano de 1987
(MITSUYA et al., 1988) Entretanto, o tratamento monoterapico com AZT
nao obteve resultados duraveis e durante quasadEdgae sucederam
sua descoberta, nenhuma inovacdo surgiu no campderdgpia
antiretroviral. Em 1995 dois anélogos de nucleasidéemonstraram
resultados melhores que a monoterapia com AZT soodestes foi
recomendado imediatamerfttAMMER et al., 1996)No final do mesmo
ano comecaram a ser testados trés inibidores deage (Pl) do HIV,
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sendo aprovados para utilizacdo quase que imediata(@GAMERON et
al., 1998) Em 1996, surgiu o primeiro inibidor ndo nucleasidda
transcriptase reversa (NNRTI).

A partir destas descobertas, o numero de individeos
tratamento subiu de 2% para 64% em um periodo &e anos na
Europa, resultando em uma queda acentuada dano@déde AIDS
entre os individuos soropositiv@sRK et al., 1998) Porém o surgimento
de efeitos colaterais alertou sobre os perigosedspia antiretroviral.
Muitos pacientes comecaram a apresentar lipodistrpfincipalmente
no rosto e nas costas. O risco de desenvolver tdmtee toxicidade
mitocondreal também foram relatados como conseidgnclo
tratamento. Finalmente estudos com as célulasvedéens do virus
mostraram que o tratamento com os medicamentosrdisgis até entéo
ndo era capaz de erradicar o HIV do organismo, eacidndo a
necessidade da busca por novas terapias (SILICIANAD, 2003).

No inicio do século XXI, uma nova gama de medicdo®en
focando diferentes fases do ciclo viral comecaraterasua eficacia
avaliada. O inibidor de fusdo chamado T20 foi ampiio farmaco
licenciado capaz de impedir a entrada do viruséh#laLAZZARIN et
al., 2003) Antes disso, todos os farmacos focavam sua agdase de
replicacdo e maturagdo do HIV. Poucos anos depois,2007, foi
autorizada a utilizagdo do maraviroc, outro farmeamoaz de combater a
entrada do HIV na célula, porém com mecanismo @e aistinto do
T20 (LIEBERMAN-BLUM et al., 2008) No mesmo ano raltegravir,
primeiro medicamento inibidor da enzima integras®je seu uso
aprovadgqMARCHAND et al., 2003. Tornou-se possivel combater o HIV
em varios momentos de seu ciclo, seja inibindoda ag qualquer uma
de suas trés enzimas, ou impedindo sua entradaéhega calvo.
Atualmente existem 25 medicamentos aprovados pswana terapia
antiretroviral altamente ativa (HAART), sendo esi@ddidos em seis
classe§BRODER, 2010):

* Inibidores da RT nucleosidicos (NRTI): agem como
falso substrato para a enzima RT, competindo com
0s nucleotideos da célula infectada e impedindo a
sintese de DNA ao serem adicionados;

e Inibidores da RT ndo-nucleosidicos (NNRTI):
ligam-se a enzima RT préximo ao sitio catalitico
gue adiciona nucleotideos a fita de DNA crescente,
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resultando na diminuicdo significativa da
velocidade de polimerizacdo do DNA;

« Inibidores da protease (Pl): ligam-se a protease e
inibem sua acgdo, impedindo a formagdo das
proteinas do capsideo e enzimas do HIV;

« Inibidores de fusdo: agem ligando-se a sequéncias
peptidicas hidrofébicas da gp4l responsaveis pela
fusdo do envelope viral a célula, impedindo a
entrada do HIV;

* Inibidores de entrada: sdo moléculas sintéticas com
efeito antagonista ao receptor de quimiocina CCR5,
impedindo a interacdo da gpl120 viral com seu co-
receptor;

* Inibidores da integrase (INTI): sdo moléculas caie s
ligam a enzima integrase, impedindo o processo de
integracdo do genoma viral no DNA da célula
hospedeira.

Apesar das opcdes disponiveis para tratamentocessidade de
avancos tecnolégicos no campo da terapia antiiegto& constante.
Além dos graves problemas com efeitos colaterais guigem a
descoberta de medicamentos menos toxicos ao omganisselecdo de
variantes do HIV resistentes aos medicamentosetatiirais € um
grande obstaculo a ser vencido em busca da supressdpleta do
virus. Mutacdes que conferem resisténcia (DRM)s&fecionadas sob a
forte pressdo seletiva exercida pelos antiretrisvifazendo com que
cepas resistentes adquiram uma importante vantadaptativa sobre a
populacdo viral até entdo prevalente no organigROFFMANN;
ROCKSTROH; KAMPS, 2007)Quando isto acontece, a carga viral sobe e
€ preciso trocar de terapia. Este fenbmeno é tAmicoque se estima
gue aproximadamente 70% dos individuos em tratamemom carga
viral detectavel apresentem virus com DRM a pelonareum
medicamento utilizadqSCOTT et al., 2004) Existem dois tipos de
mutacgdes relacionadas a resisténcia a farmaconuts;des primarias
sdo selecionadas inicialmente e levam a mudanceepiiveis na
susceptibilidade do virus a um medicamento especiinquanto que as
muta¢cbes secundarias apenas auxiliam e complementafeito de
mutacdes primarias. Mutacbes secundarias quandaeotasozinhas
nao levam a mudancas consideraveis na suscepidslichos ARV
(LITTLE, 2000).
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A falta de adesdo ao tratamento € um fato que daeoiD
surgimento e dispersdo de cepas virais resisteftefenémeno de
resisténcia primaria ocorre quando um individuocauantes exposto a
antiretrovirais é infectado por cepas resistenpeglendo apresentar
falhas terapéuticas no momento em que for necessdgiar a terapia.
Pesquisas com individuos soropositivos recém-iaflaxst mostram taxas
de resisténcia primaria superiores a 22,7% nosi&stadnidogLITTLE
et al., 2002 14,2% na Inglater@ANE et al., 2005)No Brasil o acesso
universal ao tratamento antiretroviral gera umadegpreocupacao com
relacdo a selecdo e transmissao de cepas resstante individuos
infectados. Apesar disto, estudos demonstraranaj@mesia entre 7-8%
de DRM em pacientes virgens de tratamento, nlmeros
consideravelmente menores que 0s encontrados ensespai
desenvolvido§SPRINZ et al., 2009; INOCENCIO et al., 2009¥ontudo,
alguns estudos em grandes cidades portuariasdirasiapresentaram
prevaléncias de DRM variando de 14-3@%DROSO et al., 2007; PIRES
et al., 2004; SUCUPIRA et al., 2007Em Santa Catarina poucas
informacdes sobre o padrdo de resisténcia do Htduleinte estéo
disponiveis. Em um estudo realizado com individuirgens de
tratamento foi demonstrado que nas cidades dé &aEamborit 8,3%
dos pacientes apresentavam pelo menos uma mutacdiesidténcia
(BRIGIDO et al., 2007).

O estado de Santa Catarina apresenta um cenario paguliar
no tocante a epidemiologia molecular do HIV, uma gee apresenta
uma das maiores prevaléncias de subtipo C encastnad Brasil. A
cidade de Floriandpolis possui 0 maior nimero deviduos infectados
pelo HIV no estado e uma das maiores incidénciasades do pais e
ainda assim as caracteristicas moleculares do wiegta regido séo
pouco conhecidas. Em vista disso, estudos que dssgrever subtipos
virais, formas recombinantes e mutagbes de resiat@irculantes na
regido da grande Floriandpolis fazem-se necessalste tipo de
conhecimento pode auxiliar no monitoramento destrassdo de cepas
virais resistentes ao tratamento, estabeleceiigaalitle salde publica e
possibilitar o desenvolvimento de novos tratamesetdestes vacinais,
gquando os mesmos estiverem disponiveis.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a diversidade do HIV-1 circulante na regido
metropolitana de Floriandpolis — SC e estimar qifémcia de mutagdes
que conferem resisténcia primaria a antiretroviraas populacdo de
individuos soropositivos ndo submetidos a tratameesta regiéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Identificar os subtipos de HIV-1 circulantes na ideg
metropolitana de Floriandpolis;

b) Estimar a frequéncia e descrever a diversidaderiaacoes
do HIV-1 que conferem resisténcia aos medicamentos
antiretrovirais em pacientes virgens de tratamewtaegido
metropolitana de Floriandpolis;

c) Avaliar as associa¢gfes entre subtipos virais, ferrda
transmissdo e prevaléncia das muta¢cbes de resistdnc
HIV-1;

d) Gerar informagfes que possam auxiliar na escolhardpia
antiretroviral dos pacientes residentes na regi@mapolitana
de Floriandpolis.
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3 PACIENTES, MATERIAIS & METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICASEste projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos dersldade
Federal de Santa Catarina (projeto n° 160-2007)p&sentes foram
esclarecidos quanto aos objetivos da pesquisagu@semonstraram
interesse em participar do estudo assinaram unotdentonsentimento
livre e esclarecido (Anexo 1).

3.2 POPULACAO DE ESTUDOForam selecionados 100 individuos
soropositivos da regido metropolitana de Floriafigf8C que
realizavam acompanhamento clinico no Hospital Redi®r. Homero
de Miranda Gomes e no Centro de Vigilancia em Sawadebos
localizados na cidade de S&o José/SC. Foram sedelis apenas
pacientes maiores de 18 anos, com sorologia pagtva HIV-1, sem
exposicdo prévia a antiretrovirais e sem sinaisiotomas de AIDS. A
partir do prontuario médico de cada paciente, favhtidas informacgdes
tais como sexo, idade, data do primeiro diagnést@ma de contagio,
contagem de linfocitos TCD4 e TCD8 e carga viral.

3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS-oram coletados 4 ml de
sangue periférico sendo a coleta realizada em tebogendo &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como anticoagié. A partir
desta amostra de sangue foram separados plasntalas sanguineas
mononucleares (PBMC) através da técnica de gradiéatdensidade
com Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich). Em um tubo dendlo cbnico
contendo 2 ml de Ficoll foi despejado cuidadosaméninl de sangue,
sendo entdo centrifugadas a 40@ por 15 minutos a temperatura
ambiente. A fase contendo PBMC foi coletada e tesit para um
novo tubo contendo tampao fosfato salino (PBS) (N&8Z mM, KCI
2,7 mM, NaHPQO, 10 mM, KH,PO, 2 mM, pH 7,4) e submetida a dois
ciclos de centrifugacdo a 400  por 10 minutos a temperatura
ambiente, sendo o sedimento congelado a -20° C.

3.4 EXTRACAO DE DNA TOTAL O DNA total das PBMC foi

extraido com okit QIAmpl Blood (Qiagen Inc.) segundo protocolo
fornecido pelo fabricante. Inicialmente adicion@ugsotease e tampéo
de lise ao tubo contendo o precipitado de PBMCdseam seguida
incubadas por 10 min a 56°C. Apoés a lise das aamstanol absoluto
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foi adicionado ao tubo e todo o conteudo foi trandd para uma
coluna com um filtro de silica acoplado a um tubketor. A coluna foi
centrifugada a 6000 g por 1 minuto a temperatura ambiente. Foram
efetuadas duas lavagens do filtro de silica atrdeéadicdo de tampéo
de lavagem e centrifugacdo a 6000gxpor 1 min a temperatura
ambiente. Por fim, o DNA retido no filtro de sili¢dai eluido com
tampéo de eluicdo em incubacdo por 3 min a temparambiente e
coletado em um microtubo, apds centrifugacao p6O 6@ por 1 min a
temperatura ambiente. O microtubo contendo o DNArimazenado a -
20°C.

3.5 REACAO DE PCRO DNA pro-viral foi amplificado através da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)do@momentos
de amplificacdon(estedPCR). Foram utilizados iniciadores especificos
conforme descrito por estudos anteridi@sSLWART et al., 1995; BELLO
et al., 2008) cujas sequéncias encontram-se no anexo 2.dgies de
interesse do genoma proé-viral do HIV-1 foram anygdifas:
¢ Gene do envelopee(V): foi amplificada uma regido de 611
pares de bases (pb) correspondente a regido C2\p8otkina
gp120;
¢ Gene da polimerasedl):

a) Uma regido de 1270 pares de bases correspondente ao
gene completo da enzima protease (PR) e parte da
transcriptase reversa (RT);

b) Uma regido de 866 pares de bases correspondente a
enzima integrase (INT);

Para as reacfes aestedPCR, tanto primeira quanto segunda
amplificacdo, foram utilizados 0,25 uM de iniciaglr 0,5 U deTaq
DNA polimerase (LGC Biotecnologia), 0,25 mM de xieocleotideos
trifosfatados (dNTP) (Invitrogen), 5 mM de MgCl0,25 mM de
Tampao de reacao (KCI 500mM, Tris-HCI 100mM, pH)&®,1 a 2,0
1g de DNA molde, num volume final de reacdo de RAreacdo de
amplificacdo foi feita no termocicladoMastercycler Gradient
(Eppendorf) nas seguintes condicbes térmicas: o die 97C por 1
min, 55C por 1 min e 72 por 2 min; 32 ciclos de 96 por 45 seg,
55°C por 1 min e 72 por 2 min; uma etapa final de extensdo %72
por 10 min. Para a segunda amplificacdo foram feadss 2 pl do
material amplificado na primeira reacdo para umean®acao onde
substituiu-se os iniciadores externos pelos inariesl internos.
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Apoés o nestedPCR, o produto da reacdo de amplificacao foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 1% mpataTBE (Tris-
borato 45mM, EDTA 1mM). Apds a diluicdo das amastdm DNA
extraido em tampado de aplicacdo (xilenocianol 0,25%%ul de
bromofenol 0,25% e ficoll 15%), as amostras forguiicadas no gel e
submetidas a eletroforese por aproximadamente AQtosi a 100V (60
mA) em TBE. Apos a eletroforese, o gel foi coradmaima solucédo de
brometo de etideo 0,01% e revelado por exposicBz &V em um
transiluminador MacroVue UV20 (Hoefer), sendo os resultados
documentados de forma digital. O produto do PCReifvéio purificado
utilizando-se &it comercialwWizard SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega), conforme instru¢des do fabricante.

3.6 SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES AMPLIFICADAS O
sequenciamento das regibes genbmicas do HIV-1 ficapkks por
nested PCR foi realizado no equipamentdegaBace 1000 DNA
Analysis System(GE/Amershan Biosciences), utilizando-se ki
DYEnami¢ ET Dye Terminato(GE/Amershan Biosciences). Utilizou-
se entre 50 a 200 ng do produtorgstedPCR como DNA molde, 5,0
pmol de iniciador especifico (ver anexo 3), 3,2dgIDYEnami¢’ ET
terminator reagent premjxno volume final de 10 pl em microplacas
proprias de 96 cavidades. As condi¢cdes empregadamplificacéo da
reacdo de sequenciamento foram’®@%or 25 seg de desnaturagio
inicial, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo’@ 96r 15 seg, 5&
por 30 seg e extensdo &6Qor 120 seg.

Apés a reacdo de sequenciameetlizou-se a purificacdo dos
produtos gerados na reacdo de sequenciamentaaRtraadicionou-se
a cada orificio da placa isopropanol 70% e cemfofuse a 9.000 g
por 45 min a temperatura ambiente. Apds o desdarsobrenadante, o
precipitado foi lavado com etanol 70%, seguindox®ea centrifugagéo
a 9.000 xg por 15 min a temperatura ambiente. A placa foitidarem
estufa a 37C por 15 min para evaporacgdo de residuos de esemdo
as amostras foram diluidas em tampdo de aplicagéteredo 70%
formamida e EDTA 1mM. As amostras foram eletroenjieis a 2 KV
por 120 seg e eletroeluidas a 9 KV por 1-2 horggsleletroforese as
sequéncias geradas foram associadas cemtigs utilizando-se o
programa SegMan, pertencente ao pacote de prograrhaserGene
(DNASTAR). Os contigs gerados foram visualmente analisados para
garantia da qualidade da sequéncia nucleotidicea Bs sequéncias
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destinadas as andlises filogenéticas posteriorasnfalesconsideradas
todas as ambiglidades de nucleotideos, na ocarédei uma
ambiguidade foi considerado apenas o pico cromgfiogrmajoritario.
Enquanto que nas sequéncias editadas com destiapalése das
mutacgdes de resisténcia, as ambigiidades foramdaant

3.7 ANALISES FILOGENETICASO subtipo das sequéncias do HIV-1
foi determinado através de analises filogenéticds eecombinacao. As
sequéncias nucleotidicas obtidas no presente esjuttamente com
sequéncias de referéncia (anexo 4) obtidas do bdmatados dé.os
Alamos HIV Database(www.hiv.lanl.goy, foram alinhadas pelo
programa CLUSTAL W(THOMPSON et al., 1997)O alinhamento foi
posteriormente editado manualmente no sentido déoronizar o
tamanho das sequéncias para posterior andliseeriiétiga e de
recombinacdo. As regides analisadas foram: PR/Rdlgatideos 2316-
3316 correspondentes a HXB2); INT (nucleotideos 046
correspondentes a HXB2gnv-gp120/C2V3nucleotideos 6905-7288
correspondentes a HXB2).

As andlises filogenéticas foram realizadas peloodetde
Neighbor-joining (NJ), utilizando-se o modelo de substituicdo
nucleotidica de Tamura-Nei com 1000 pseudoréplicaststrap. Para
tanto foi utilizado o programa MEGA V4TAMURA; NEI, 1993;
TAMURA et al., 2007)

A identificacdo de sequéncias recombinantes fdizada pelo
método debootscanningatravés do programa SIMPLOT 3.3SALEMI
et al., 1995) Para esta analise, foi utilizado o método de bdih ©
modelo de substituicdo nucleotidica de Kimura Z4eatrogKIMURA,
1980) uma janela de 250 pb e um passo de 10 pb. Feaimadas 100
pseudoréplicas para avaliar o suporte dos grupas\déifdgenéticos em
cada fragmento.

3.8 ANALISE DAS MUTAGCOES DE RESISTENCIAPara determinar

a presenca de mutacdes relacionadas a resistéscisceptibilidade a
antiretrovirais, seqiiéncias relativas as enzimafRPR INT foram
submetidas a andlise peldStandford HIV Drug Database
(www.standford.edu Uma lista de monitoramento epidemiolédgico da
transmissdo de resisténcia entre individuos virgdestratamento,
preconizada pela Organizacdo Mundial da Saude,ufitizada no
presente estudo para auxiliar na analise da presial@las mutacdes de
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resisténcigSHAFER et al., 2007; BENNETT et al., 200®olimorfismos e
muta¢cbes com frequéncia maior que 0,5% em indigdumens de
tratamento ndo foram consideradas.

3.9 ANALISES ESTATISTICA O teste Qui-quadrado de aderéncia foi
empregado para avaliagdo da associacdo de vari@ateigoricas, tais
como subtipo do HIV-1, género e categorias de ég@osios pacientes.
Valores dgx<0,05 foram considerados estatisticamente sigtifias
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS DA POPULAGCAO
ESTUDADA

A partir de 100 individuos inicialmente selecionadgara o
estudo, foram obtidas informacdes moleculares d¥-Hide 82
individuos. Sendo assim, 18 individuos foram exidsi do estudo
devido auséncia de amplificacdo do material gendndic HIV-1 ou
sequéncias génicas geradas de ma qualidade. Ascippii
caracteristicas dos 82 individuos incluidos nodestencontram-se na
Tabela 1.

Tabela 1 Caracteristicas clinicas, demograficas e epidégimas dos
individuos incluidos neste estudo.

Caracteristica n=_82
Idade média (anos) + DP 37,8+10
Sexo (%)

Masculino 40 (48,8%)

Feminino 42 (51,2%)
Média do ano de diagnéstico + DP 2004 + 3,8
Categorias de exposicéo

Heterossexual 58 (70,6%)

HSH 18 (22%)

uDI 4 (5%)

Desconhecida ] 2 (2,4%)
Média de contagem de linfécitos TCD4 (cels/nmDP 513+ 312
Média da carga viral (lag) +DP 4,1+0,8

DP: desvio padrdo; HSH: Homens que fazem sexo amehs;
UDI: usuarios de drogas injetaveis

O grupo amostral foi formado por 40 homens e 42harelks,
sendo a idade média destes individuos de 37,8 &msmédia, os
pacientes do presente estudo foram diagnosticaatos soropositivos
para o HIV-1 em 2004. A principal categoria de esip@o da populagéo
estudada foi heterossexual (70,6%), seguida pttgada HSH (22%) e
UDI (5%). Dois individuos nao forneceram tal infagdo. A média da
contagem de linfécitos TCD4 foi de 513 célulasfrae sangue, com
grande variacdo (+312 cels/Mmobservada. Em vista de que a
populacédo estudada era de individuos virgens tartemto, 23,2% dos
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pacientes ndo possuiam dados de carga viral. Aangediogaritmo do
numero de cépias dos individuos que haviam reaizacexame de
carga viral foi igual a 4,1.

4.2 ANALISES FILOGENETICAS

A andlise genética das sequéncias nucleotidica\dd obtidas
no presente estudo, revelou a presenca dos sulgip8se F1, assim
como formas recombinantes entre os subtipos eraciodr Cada regido
gendmica foi avaliada separadamente

Para a regidoenv-gpl20/C2V3e PR/RT foram obtidas 82
sequéncias. Andlises filogenéticas da regi&mv-gpl120/C2V3
identificaram 64 (78%) sequéncias subtipo C, 178%) sequéncias
subtipo B e uma (1,2%) sequéncia subtipo F1 (Figura

Andlises filogenéticas da regidao PR/RT identificat@l (74,5%)
sequéncias subtipo C, 11 (13,5%) sequéncias suBtipauma (1,2%)
sequéncia subtipo F1 (Figura 4). As outras nove0fa)l sequéncias
foram classificadas como recombinantes inter-sabtp analise de
bootscaningrevelou que trés (3,6%) destas sequéncias (BR1QSC39
BR10SC49 e BR10SC93) apresentaram o mesmo padrdo de
recombinacdo que as sequéncias CRF31_BC na reBig&dTHFigura
5), com as quais formam uoluster monofilético suportado por um
valor de bootstrap de 75% (Figura 6), sendo classificadas como
CRF31_BClike. Cinco (6%) das sequéncias recombinantes foram
classificadas como formas recombinantes Unicase estsubtipos B e C
(URFs_BC) e uma (1,2%) foi classificada como URF_(Blgura 8).
Dentre as URFs_BC, quatro sequéncias (BR10SC63,08&101,
BR10SC104 e BR10SC142) apresentaram um ponto denb&tacao
caracteristico da forma recombinante CRF31_BC {pmd& posicao
3215, relativo a HXB2) (Figura 8).

Para a regido INT foram geradas 81 sequéncias,seédo
possivel obter amplificacdo do genoma pro-virahostra BR10SCO8.
Andlises filogenéticas e déootscaning identificaram 60 (74%)
sequéncias do subtipo C, 11 (13,6%) sequénciasulbiips B, oito
(10%) sequéncias URFs_BC, uma (1,2%) sequénciaublips F1 e
uma (1,2%) sequéncia URF_CF (Figuras 7 e 8). A am@&R10SC93,
cuja sequéncia da regido PR/RT havia sido claad#éic como
CRF31_BClike, apresentou uma recombinacédo B/C adicional n&oegi
INT, sendo desta forma reclassificada como URF_BC.
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Analisando-se conjuntamente as trés regides geaémic
sequenciadas neste estudo foram observadas 5%%4(658uéncias
subtipo C, 15 (18,3%) sequéncias recombinantes BIC,(13,4%)
sequéncias subtipo B, uma (1,2%) sequéncia subtipe uma (1,2%)
sequéncia recombinante entre os subtipos B, CURIF (BCF) (Figura
9).
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Figura 5. Padrdo de recombinacdo de CRF31_BC na regido PBéRIa a
partir da metodologia déootscaning A linha azul representa a porgéo
gendmica classificada como subtipo C e a linha evanrepresenta a porcao
genbmica classificada como subtipo B. (a) Sequérefieréncia 110PA; (b)
BR10SC39; (c) BR10SC49; (d) BR10SC93.
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Figura 6. Arvore filogenética resultante da anélise das secjigé da regisio
PR/RT de formas recombinantes CRF31_PB€lo algoritmo deNeighbor-
joining. Sequéncias obtidas na regido metropolitana deaRtipolis estédo
marcadas com losangos pretos. Sequéncias refeséoiatislas dd.os Alamos
HIV Databaseestdo descritas no anexo 4. Apenas valorémdtstrapacima de

70% estdo sendo mostrados.
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Subtipo C

Figura 7. Arvore filogenética resultante da
analise das sequéncias da regido INT pelo
algoritmo deNeighbor-joining Sequéncias
obtidas na regido metropolitana de
Floriandpolis estdo marcadas com
losangos pretos. Sequéncias referéncias
obtidas delos Alamos HIV Database
estdo descritas no anexo 4. Apenas
sequéncias ndo recombinantes (subtipos
puros) sao apresentadas. Valores de
bootstrap acima de 70% estdo sendo
mostrados.
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Figura 8. Desenho esquematico mostrando o padrao de reccogabidas cepas
mosaico identificadas neste estudo. Os pontos aenfginacdo foram obtidos
através da metodologia deootscaning pelo programa Simplot 3.5.1 e
numeradas de acordo com a sequéncia referéncia Hxihas os gengml e
envestao representados e coloridos em azul paratpeud, vermelho para o
subtipo B e verde para o subtipo F1.

env-gp120/C2V3, PR/RT, INT
1%

18%

INT

M Subtipo C

m Subtipo B

m Subtipo F1

B URF_BF

env-gp120/C2V3 Mosaicos BC
1% W URF_CF

= URF_BCF

Figura 9. Distribui¢cdo dos subtipos e formas recombinantesitél para as
regides env-gp120/C2V3 PR/RT e INT isolados de pacientes da regido
metropolitana de Floriandépolis. As porcentagens dofficos sao valores
aproximados.



31

4.3 RELACAO ENTRE DADOS CLINICOS E SUBTIPOS VIRAIS
IDENTIFICADOS

Relacionando-se os dados epidemiolégicos dos pgasieom as
informacgdes moleculares das amostras isolada®§siiyel averiguar-se
uma associacdo altamente significatiya((05) entre subtipos C e
mosaicos BC e a categoria de exposicdo heterodserusubtipo B e a
categoria HSH. Dentre as 54 sequéncias classificeoiao subtipo C,
41 (76%) foram provenientes de amostras de indbgheterossexuais
(Tabela 2). J& entre as 15 sequéncias mosaico B{8UR6) foram
amplificadas a partir de amostras isoladas de iiddds heterossexuais.
Por outro lado, das 11 amostras subtipo B obtmits,(72,7%) haviam
sido isoladas de individuos do grupo HSH.

Tabela 2. Dados epidemiol6gicos da populagdo estudada del@amm os
principais subtipos virais e formas recombinanteatrados no estudo.

Total Subtipo C  Subtipo B Mosaico
(n=82) (n=54) (n=11) BC
(n=15)
Idade média (anos) + DP 37,8+ 10 39+9,2 31,3+9,.3 37+11
Sexo (%)
Masculino 40 (48,8%) 23 (42,6%) 9 @B4) 7 (46,7%)
Feminino 42 (51,2%) 31 (57,4%) 2 pP8) 8 (53,3%)

Média do ano de diagndstico + DP 2004 + 3,8 20@43+ 2005+2,1 2005 +2,7
Categorias de exposi¢ao

Heterossexual 58 (70,6%) 41 (76%) 33%0) 12 (80%)
HSH 18 (22%) 9 (16,5%) 8 (72,7%) 1%6)6
uDI 4 (5%) 3 (5,5%) - 1 (6,6%)
Desconhecida 2 (2,4%) 1 (2%) - 1 (6,6%)

Média de contagem de linfécitos
TCD4 (cels/mrf) + DP 513 +312 492 + 269 563 + 429 522 + 366

Média da carga viral (log) +DP 41+0,8 41+08 4,4+0,9 3,9+0,7

* Nao representados as sequéncias do subtipo RFe BCF.
DP: Desvio Padrao; HSH: homens que fazem sexo conehs; UDI:usuarios
de drogas injetaveis

Adicionalmente, foi possivel observar-se que mais8d% das
sequéncias subtipo B foram isoladas de homensaat@uue apenas
18,2% eram provenientes de mulheres. Entre ospaish€@ e mosaicos
BC a distribuicdo entre homens e mulheres foi deaméé, sendo as
mulheres responsaveis por uma ligeira predomindemaambas as
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formas. Individuos heterossexuais apresentarancgade por HIV-1
subtipo B em apenas 5,2% dos casos e mais de ®Mifdecdes foram
relacionadas ao subtipo C e mosaicos BC (FiguraJ&Edho grupo HSH
a frequéncia de HIV-1 subtipo B foi de 44,4%, seb@% das infeccdes
relacionadas ao subtipo C. Dentre quatro individusagirios de drogas
injetaveis, trés (75%) eram infectados por HIV-btgo C e um (25%)
por uma forma mosaico BC. As duas Unicas sequéntaasificadas
como subtipo F1 e URF_BCF foram isoladas de indiv$d
heterossexuais e ndo estao representadas nazabela

100%
90%
80%
70%
60%
50%

m SubtipoB

40%

Mosaicos BC
30%

Individuos infectados

W SubtipoC
20%

10%

0%

Heterossexuais HSH uDlI

Categorias de exposi¢ao

Figura 10: Distribuicdo dos subtipos e formas recombinantedHt¢-1 nas
categorias de exposicdo Heterossexual, HSH e UBH:thomens que fazem
sexo com homens; UDI: usuérios de drogas injetaveis

Nenhuma diferenga estatisticamente significante otuservada
para idade média dos pacientes, ano de diagnést@mtagem de
linfécitos T CD4 ou carga viral entre os diferentsbtipos virais
encontrados nesta populacdo. Contudo observousegundividuos
infectados pelo subtipo B apresentavam menor méelisgdade (31,3
anos), maiores contagens de linfécitos T CD4 (&68)aior nimero de
cépias de HIV-1 circulantes (log=4,4) do que os\itios infectados
pelo subtipo C, F1 ou por formas recombinantes.
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4.4 ANALISES DE RESISTENCIA

A partir das sequéncias das regides PR/RT e IN&aralisada a
presenca de mutacdes de resisténcia para Pl, NNNRT| e INTI.
Dentre as todas as sequéncias analisadas, pelcs mem DRM foi
observada em nove (11%) pacientes (Tabela 3). D&#tionadas a
resisténcia a Pl foram observadas em dois (2,4étyiduos, levando a
resisténcia intermediaria ao nelfinavir. Mutagbesrekisténcia a NRTI
foram encontradas em quatro (5%) individuos, legamdim perfil de
resisténcia baixo a intermediério contra variosn&gos da classe dos
NRTI. DRM relacionadas a resisténcia a NNRTI foidentificadas em
trés (3,6%) dos pacientes estudados, sendo qus &bel® apresentaram
um perfil de alta resisténcia a pelo menos um faomBentre as quatro
mutacdes de resisténcia a NNRTI identificadas, apem mutacéo
K101E ndo levava a um perfil de alta resisténciautagdes de
resisténcia a INTI foram observadas em um (1,2%giepte, que
apresentando a mutagdo S147R associada a muta8&A,Ebnferindo
baixa resisténcia ao raltegravir e elvitegravirséguéncia BR10SC107
apresentou DRM para duas classes de antiretrqviraendo
identificadas mutacdes de alta resisténcia a NNREkisténcia baixa a
intermediaria aos NRTI.
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Tabela 3: Mutagdes de resisténcia identificadas em paciaritgens de tratamento da regido metropolitandkdgiandpolis e
perfil de resisténcia aos antiretrovirais

Amostra Subtipo DRM DRM DRM DRM Perfil de resisténcia
Pol para Pl para para para
NRTI NNRTI INTI Baixo Intermediério Alto
BR10SCO06 C S147R + RAL,
E138A ELV
BR10SCO07 C N88D NFV
BR10SC29 B K219Q AZT
BR10SC42 C M461 NFV
BR10SC46 B V75M DDI daT
BR10SC47 C K101E, ETR DLV, EFV,
V106M, NVP
G190A,
M230L
BR10SC50 C M41L, ABC, AZT, d4T
T215C DDI,
TDF
BR10SC107 C M41L G190A AZT, EFV NVP
d4T,
ETR
BR10SC131 C K103N DLV, NVP
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PI: inibidor de protease; NRTI: inibidor nucleosiaida transcriptase reversa;
NNRTI: inibidor ndo nucleosidico da transcriptaseersa. ABC: abacavir;
AZT: zidovudina; DDI: didanosina; DLV: delavirdind4T: stavudina; EFV:
efavirenz; ETR: etravirina; NFV: nelfinavir; NVPewirapina; TDF: tenofovir;
RAL: Raltegravir e ELV: elvitegravir.

Dentre as nove sequéncias que apresentaram pelos nuema
DRM, sete pertenciam ao subtipo C e duas ao suBtipepresentando
13% e 18,2% do total de sequéncias subtipo C edhectivamente.
Contudo, essa diferenca néao foi estatisticamegtefisiativa (p>0,05) e
nenhuma correlacdo entre subtipos na regido PR/Bievaléncia de
DRM foi encontrada.

Polimorfismos e mutacdes auxiliares foram encoosaem 24
(29,2%) sequéncias, sendo que muitas delas apagaentais mutagcdes
na regido da protease, RT e INT simultaneamentim&dismos na
regido da protease foram encontrados em 17 (2Gs@@t)éncias, sendo
L10I/VIR e T74S as mutacdes mais frequentes e apaenfidentificadas
em 10 e seis sequéncias respectivamente. No gegreziotaa RT foram
identificados sete (8,5%) sequéncias com algummuaofismo. O
polimorfismo E138A foi encontrado em trés sequéncie o0s
polimorfismos V179D e V118l foram identificados elmas sequéncias.
Polimorfismos e mutacfes auxiliares na regido INfarh observadas
em 10 (12,2%) sequéncias, sendo a mutacdo V15ldis frequénte,
principalmente entre as amostras do subtipo B.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou uma populacédo de 82idhdis HIV-
soropositivos e virgens de tratamento que realimaaaompanhamento
médico na regido metropolitana de Florianépolisalises filogenéticas
demonstraram alta prevaléncia de subtipo C (65,8yuidas por
frequéncias menores de subtipo B (13,4%) e sulitibdl,2%). Tais
resultados corroboram pesquisas realizadas ensatittades do estado
de Santa Catarina como Camboril/ltajai e Cricidnmaleo foram
observadas prevaléncias de 64% e 79% de subtipEsgieativamente
(BRIGIDO et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010Ds dados aqui
apresentados também demonstram um aumento da &reiealde
subtipo C sobre os subtipos B e F1 na regido nditapa de
Florianépolis. Um estudo anterior observou prewts) de 56% de
subtipo C, 40% de subtipo B e 4% de subtipo F1eguéncias do gene
env de individuos de Florianopolis cuja data médiadidgndstico foi
1998 (LOCATELI et al., 2007) Considerando-se apenas as analises do
geneeny, 0 presente estudo apresentou 78% de subtipo C%20¢8
subtipo B e 1,2% de subtipo F1 em individuos cugtadnédia de
diagnostico foi 2004, evidenciando o crescimento rdomero de
infeccdes pelo subtipo C do HIV-1 na regido estadad

No cenario epidemioldgico da regido sul do Brasigstado de
Santa Catarina destaca-se por apresentar as mai@esléncias de
subtipo C entre os trés estados que compdem eagiio rgeografica
(Figura 11). No Rio Grande do Sul, onde o subtipi®riginalmente
identificado no Brasil, prevaléncias de 42% e 2@%arh observadas nas
cidades de Rio Grande e Porto Alegre respectivam@ngura 11)
(SOARES et al., 2003; SANTOS et al.,, 2007; BRIGIBOal., 2007).Na
cidade de Curitiba, capital do estado mais ao ndeteegido sul do
Brasil, a prevaléncia de subtipo C foi de 3@BRREIRA et al., 2008).
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Curitiba

2%
2% 10%

Itajai e Camborit
6% 4%

FIorlannpoIls

3% 16% .

Criciima
2% 2%

Porto Alegre
4%

B Subtipo C

B Subtipo B
m Subtipo F1

Rio Grande

J, 4%1% 6% m CRF31_BC

URF_BC
| Outros

Figura 11: Mapa da regido sul do Brasil apresentando a dis¢dlo dos
subtipos e formas recombinantes do HIVQs nomes dos estados estdo
indicados no mapa e o nome das cidades analisatiasndicado acima dos
graficos.

Uma elevada frequéncia de cepas mosaico BC (18§8%)
identificada no presente estudo, fato que podessglicado pela co-
circulacédo dos subtipos B e C na epidemia do HiéIFlorianépolis,
propiciando que recombinacdes génicas entre est@fpas ocorram
guando ha co-infeccdo em um mesmo individuo. Exgreidades do sul
do Brasil avaliadas em outros estudos, apenas Rdetire apresenta
uma prevaléncia maior (29%) de cepas mosaico BQui&ill). Em
Porto Alegre, no entanto, a elevada frequénciaedembinantes BC
pode ser explicada pela alta prevaléncia do CRF31r&ponsavel por
aproximadamente 20% das infecgbes pelo HIV-1 nesdade. Na
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regido metropolitana de Florianopolis observoussa baixa frequéncia
de CRF31_BC (2,4%) e um predominio de URFs_BC #ih.Estes
dados sao consistentes com estudos anterioresdadesi catarinenses,
nos quais se relatou uma baixa prevaléncia de CHR312% a 4%),
concluindo-se que esta forma recombinante ciramdaixa frequéncia
entre os individuos infectados pelo HIV-1 em Sa&digarina(SANTOS
et al., 2007; BRIGIDO et al., 20Q7)

As analises deste estudo identificaram que dengela
sequéncias classificadas como URFs_BC, cinco @sspelo menos
um ponto de recombinacdo semelhante ao CRF31_BCaniastras
BR10SC63, BR10SC101, BR10SC104 e BR10SC142 possuam
ponto de recombinacao proximo a posicdo 3215 irelato HXB2),
caracteristico da forma recombinante CRF31 BC, mga®sentam
fragmentos de subtipo B maiores na regido PR/RTogeiecontrado na
CRF31_BC. Ja a amostra BR10SC93, classificada dcoRE31_BC-
like na regido PR/RT, apresentou um fragmento B adicioaaegido
INT. Estas URF_BC podem ser formas recombinanteseatpinda
geracdo (SGR), derivadas da recombinagdo entres ¢@B&31_BC e
cepas subtipo B, tendo este evento levado a extemsaragmento
gendmico subtipo B destas sequéncias. SGR derivdal&@RF31_BC
foram relatadas no estado do Rio Grande do Suénpoao contrario
dos dados apresentados aqui, a recombinacdo oqmueavelmente
entre CRF31_BC e subtipo C, levando a uma redugaoadmento B
da regido PR/RTPASSAES et al., 2009; BRIGIDO et al., 2007).

Verificamos neste estudo que as categorias de ig&pos
heterossexual e HSH apresentaram associacdo aléasignificativa
(p<0,05) com subtipo C e subtipo B, respectivamdvites de 70% das
sequéncias subtipo C eram provenientes de indigith@terossexuais,
enquanto que 72,7% das sequéncias subtipo B foratidas de
individuos da categoria HSH. Além disto, observeugsie 80% das
cepas classificadas como mosaico BC eram provesierde
heterossexuais. Esta clara dicotomia entre subtipas e formas de
infeccdo sugere que duas epidemias independerdasimcna regido de
Floriandpolis, com subtipos C e B infectando popidss diferentes. Ao
considerarmos o grupo HSH, observou-se que 50%ndosdduos eram
infectados por HIV-1 subtipo C, enquanto que effte¢erossexuais
apenas 5,2% dos individuos eram infectados pelipsuB. Estes dados
sugerem que o subtipo C teria transpassado asrhargee separam as
diferentes populacBes, dispersando-se tanto atradés grupo
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heterossexual como do grupo HSH em Florianépoligjugnto que o
subtipo B continuaria a ser transmitido principatteena populacédo de
HSH.

Vérios estudos ja relataram uma associacdo entegaréas de
exposicdo e subtipos do HIV-1. Na Africa do SulaeArgentina duas
epidemias independentes foram identificadas, estamdsubtipo C
relacionado aos individuos heterossexuais e opsul®tia HSH(VAN
HARMELEN et al.,, 1997; AVILA et al., 2002)Na Europa, o inicio da
epidemia era principalmente sustentado pelo sulipwculando entre
0s grupos HSH e UDIBUONAGURO et al., 2007)Os subtipos ndo B
foram introduzidos posteriormente por via hetenasskapés a chegada
de imigrantes de regies onde estas formas viraim endémicas. No
Brasil, diversos estudos observaram, nos estadBsod@Grande do Sul e
Parana, maior frequéncia de subtipo C entre mudherde subtipo B
entre homengSOARES et al., 2005; DIAS et al., 2009; TOLEDQakt 2010;
RABONI et al., 2010) Da mesma forma, em Santa Catarina, a maior
proporcdo de subtipo C foi observada em gestamegpasitivas da
cidade de Cricilm¢gRODRIGUES et al., 2010)ais observacdes sugerem
uma diferente efichcia de transmissdo dos subtos C entre
popula¢gdes heterossexuais e homossexuais. Porémilogssobre o
potencial infectivo dos diferentes subtipos do HIVido demonstraram
uma associagdo entre um subtipo especifico e uteanmieada forma
de transmiss&BUONAGURO et al., 2007).

A peculiar segregacdo de subtipos do HIV-1 entreit@sentes
grupos de exposicdo poderia também ser explicada faores
demogréficos, econbmicos e sociais que separam ropog) de
exposicdo e determinam redes de transmissdo dstihto Brasil, a
historia das epidemias dos subtipos B e C do Hpbsde ser dividida
em duas fases, 0 que ajudaria a explicar a apasegtegacédo destes
subtipos na populacdo. A epidemia antiga seriactaiaada por
infeccdes pelo subtipo B, cuja introducdo na pag@dabrasileira foi
estimada por volta de 1965-197T®ELLO et al., 2007),e concentrada
principalmente nos grupos de exposicdo MSM e UBRIlo Jubtipo C
seria resultado de uma introdugdo mais recenteygitar de 1980-1985
(BELLO et al., 2008) coincidindo com uma expansdo do numero de
infec¢gBes pelo HIV na populagéo heterossexual.tFada do subtipo C
na populagédo heterossexual, associada as altas daxancidéncia de
HIV-1 no sul do Brasil, pode explicar a elevadavpténcia deste
subtipo em Santa Catarina. Por sua vez, a cirauldg&ubtipo B teria
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ficado mais restrita ao pequeno grupo de HSH, cma expansdo mais
limitada ao grupo de heterossexuais.

Recentemente foi demonstrado que a taxa de expdos@dtipo
C e CRF31_BC decaiu a partir da metade dos anasrBacientes
estudados no Rio Grande do Sul, estado onde drgnée foi
identificado o subtipo C no BragiBELLO et al., 2009) Apesar disto,
assim como aqui demonstrado, estudos em cidadesitdes estados
apontam para um crescente numero de infecgbesspbtipo C. No
estado do Parana observou-se que 46% dos individaasres de 13
anos eram infectados com HIV-1 C, enquanto que wedividuos
maiores de 13 anos esta proporgdo era de 27%,aaplonpara uma
expansao recente do subtipo(RABONI et al., 2010) Neste mesmo
estudo é descrito menor proporcéo de subtipo Cidades do norte do
estado do Parand se comparadas a capital Curitiddades do sul,
préximas a divisa com Santa Catarina. No estad®@e Paulo, a
proporcéo de infecgdes pelo subtipo C do HIV-1 antmede 0,5% em
amostras de 1998-2003 para 11,6% em 2@FIGIDO et al.,, 201Q)
Analisando estas informacdes torna-se cabivel atdsp de que o
subtipo C esteja em expanséo rumo ao norte do mpass.estabilizado
no Rio Grande do Sul, onde a epidemia do subtigbptovavelmente
mais antiga. Contudo, analises epidemioldgicas legehéticas
detalhadas de sequéncias dos estados do sul e&acsBo necessarias
para confirmacao desta hipétese.

O presente estudo também avaliou a presenca dedestale
resisténcia a antiretrovirais em individuos virgatfes tratamento da
regido metropolitana de Floriandpolis. Nas regi®&RT e INT, a
presenca de pelo menos uma DRM foi observada em @&%6
individuos analisados. Considerando-se apenas @ord@gR/RT o
presente estudo encontrou mutacfes de resistémeiad, 8% das
sequéncias, caracterizando-se uma prevalénciaaligente maior que a
média brasileira (7-8%) para esta regido genémpi@a@&m menor que as
estimativas observadas em cidades como SantosadBale Rio de
Janeiro(SPRINZ et al., 2009; INOCENCIO et al., 2009; PECRDet al.,
2007; PIRES et al., 2004; SUCUPIRA et al., 200X)prevaléncia de DRM
observada aqui pode ser considerada modesta sei@uam estudos de
paises desenvolvidos como Estados Unidos e Inglatér recente
introducdo de inibidores de integrase no Brasiltifjpa a baixa
prevaléncia de DRM que afetam INTI (1,2%), o queimeda a
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utilizacdo deste novo farmaco no tratamento deviddos com AIDS
na regiao estudada.

Polimorfismos na regido da protease foram encoosraeim
grande frequéncia, tendo as mutac¢des L10/I/V/R 45TGbmo as mais
encontradas. A mutacao L10/I/V/R esta associadssiaténcia a varios
Pl quando ocorre em presenca de outras mutacOedmpela é
observada em 5-10% de individuos ndo tratados esgme classificada
como um polimorfismo(RHEE et al.,, 2006) A mutagdo T74S esta
relacionada a resisténcia ao inibidor de proteatfavir, contudo sua
ocorréncia frequente em individuos néo tratadosctafios com o
subtipo C a torna um polimorfismo. Neste estud@sods sequéncias
que apresentaram a mutagdo T74S eram subtipo C.

O presente estudo descreveu uma prevaléncia de;Gestale
resisténcia maior que muitos estudos realizadddrasil, mesmo assim
os dados aqui mostrados podem estar subestimdtkisados mostram
que a prevaléncia de DRM em individuos recém iafled (h4 menos
de 12 meses) pelo HIV-1 é maior que aquela enatmea individuos
com infecgdo cronicéITTLE, 2000). DRM podem afetar a capacidade
infectiva do virus, sua velocidade de replicacaqualquer outro passo
do ciclo viral, resultando na diminuicdo fitness(BUCKHEIT, 2004)
Desta forma, sem a presséo seletiva dos antiretiievDRM podem ser
desvantajosas ao HIV-1 e a reversdo destas mutpodesocorrer em
individuos ndo tratados. Como o0s pacientes seledamn para este
estudo ndo eram recém infectados, sendo em méjaatiticados no
ano de 2004, a prevaléncia de DRM da populacaciiel® pode ser
maior que a apresentada neste trabalho.

O trabalho apresentado aqui analisou 82 amosttetadas entre
2008 e 2009 de individuos virgens de tratamento rdgido
metropolitana de Floriandpolis. Analises filogeogsi revelaram uma
grande prevaléncia de HIV-1 subtipo C, seguidogegas mosaico BC,
subtipo B, subtipo F1 e outras formas recombinarniess resultados
apresentados indicam um aumento consideravel decciés pelo
subtipo C na regido estudada e uma associacaoealmmsignificativa
entre subtipo C e individuos heterossexuais, beno@ntre subtipo B e
0 grupo MSM. A elevada taxa de incidéncia de cdso&IDS na regiao
sul do Brasil, combinada ao aumento do niumero dberes infectadas
pelo HIV-1, ajuda a explicar a elevada prevalémmnasubtipo C em
Santa Catarina. Este trabalho também descreve I@neia de DRM
entre individuos virgens de tratamento maior quaéalia descrita no
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Brasil, o que associado ao rapido aumento no nudeindividuos em
tratamento, evidencia a necessidade de estudosigilé@neia da
transmissdo de formas resistentes do HIV-1 em dlopolis e no

estado de Santa Catarina.
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6. SUMARIO DE RESULTADOS

Dentre as amostras de 100 individuos selecionados o
estudo foi possivel obter sequéncias de 82 amopties a
regidoenv-gpl120/C2Ve PR/RT e de 81 amostras para a regido
INT. Um total de 18 amostras ndo apresentou arcglifio ou
nao geraram sequéncias adequadas para as anatitersopes.

A principal categoria de exposi¢cdo da populacéadesta foi
heterossexual (70,6%), seguida pela categoria HZ%) e
UDI (5%).

Andlises filogenéticas identificaram 54 (65,8%)u#ncias
subtipo C, 15 (18,3%) sequéncias recombinantes BLC,
(13,4%) sequéncias subtipo B, uma (1,2%) sequéaditipo
F1 e uma (1,2%) sequéncia recombinante entre tipastB, C

e F (URF_BCF).

Dentre as 15 sequéncias recombinantes BC, oitoéeeigs
foram classificadas como URF_BC, duas (2,4%) diaasias
como CRF31_BGaike e cinco sequéncias foram consideradas
SGR derivadas da CRF31_BC.

Observou-se que 76% das sequéncias subtipo C eddB8%
sequéncias mosaico BC foram provenientes de arsod@ra
individuos heterossexuais.

Observou-se que 72,7% das sequéncias subtipo Brhaido
isoladas de individuos do grupo HSH.

No grupo heterossexual, 90% dos individuos aprasent
infeccao por HIV-1 subtipo C ou mosaicos BC e apehd%
por subtipo B.

No grupo HSH, 44,4%, dos individuos apresentardec@do
pelo HIV-1 subtipo B e 50% das infec¢bes relaciasado
subtipo C.

No grupo UDI, 75% eram infectados por HIV-1 subtipoe
25% por formas mosaico BC.

Uma associacdo altamente significativa<(Q,001) entre
subtipos C e mosaicos BC e a categoria de exposicao
heterossexual, bem como subtipo B e a categoria I$H
observada.

Pelo menos uma DRM foi observada em 11% dos pasient
estudados.
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DRM relacionadas a resisténcia a Pl foram obsesvada?,4%
dos individuos, a NRTI em 5% dos individuos, astésicia a
NNRTI em 3,6% dos individuos e DRM relacionadas\Nal|
foram observadas em 1,2% dos individuos.

Nenhuma correlagdo entre subtipos virais e prevaéde
DRM foi encontrada.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo confirma a alta prevaléncia t&psuC e
cepas recombinantes BC no estado de Santa Catarmeaela uma
diferenca significante na distribuicdo de subtiplms HIV-1 entre as
distintas categorias de exposicdo. Este estudo émmbmostra
prevaléncia de mutacdes de resisténcia primariarngaie a relatada na
maioria das cidades brasileiras.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: Termo de consentimento e livre esclarecimento.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Pacémifia
Centro de Ciéncias Biolégicas
88049-900, Campus Universitario, Florianépolis, B&sil

PROJETO DE PESQUISA: Estudo da diversidade genéticdo

HIV-1 e resisténcia primaria a anti-retrovirais em pacientes
soropositivos dos Estados de Santa Catarina e Paian
RESPONSAVEL: Prof. Dr. Aguinaldo Roberto Pinto

TERMO DE CONSENTIMENTO E INFORMACAO

A AIDS é uma doenca causada pelo virus HIV e causa
diminuicdo das defesas do corpo. Este virus desisdicélulas
responsaveis pela defesa do organismo, e assimpo fioa sem uma
protecdo natural. A contaminagdo pelo HIV pode moatravés da
relacdo sexual desprotegida, de maes gravidasspasafilhos, através
da troca de seringas entre usuarios de drogas ® na@mente em
transfusbes de sangue. No inicio da doenca osnsstgodem ser
parecidos com os de uma gripe comum. Apos algues, aoutros
sintomas mais graves aparecem. Quando o examélpagpositivo o
médico solicita constantemente outros exames, coarga viral e
contagem de células CD4/CD8, para saber se a destagarogredindo
e como o virus esta reagindo aos medicamentos.r@ IV esta
presente em varias partes do mundo e pode se af@nede diferentes
formas, que sdo chamadas de subtipos. Dependersidtipo do virus
0 médico pode utilizar um tipo diferente de tratatogpara o paciente.
Conhecer o subtipo do virus é também importantea pantar
desenvolver novos tratamentos e vacinas, mas pspaéi necessario
estudar e pesquisar o virus presente no sangueligéiios portadores.
Além disso, alguns virus apresentam mutac¢des quferemn resisténcia
contra certos medicamentos, tornando esses meditasnmeficazes
contra o virus.

Este projeto pretende pesquisar o tipo de HIV presem
portadores do Estado de Santa Catarina e Paramd,cbmo saber
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contra quais medicamentos estes virus sdo resisteBt um estudo
inicial e as informagdes aqui obtidas poderdo ajedéudos futuros a
tentarem desenvolver tratamentos mais adequadasimag contra esta
AIDS. A sua participacao neste estudo é muito itame e o senhor/a
senhora ndo ter4 que pagar nada. O senhor/a seebkt#¥rasendo
convidado a fazer parte deste estudo juntamente rooitas outras
pessoas.
PROCEDIMENTO

Se o0 senhor/a senhora concordar com a participaigd@ra
autorizar a utilizacdo do seu sangue em algunsstgstra fins desta
pesquisa. Sera coletado apenas uma pequena qdantidseu sangue
(10 ml) e nada mais. Nao havera qualquer outroggliotento que possa
ocasionar desconfortos para o participante a néo skesconforto da
picada da agulha que coletard o sangue. Pedimdetarautorizacao
para consultar seu prontuario médico. O benefiegtedestudo podera
ndo ser imediato, porém forneceré informactes guixslores sobre
qual é o tipo de virus que o paciente apresentseado nisto poderédo
ser desenvolvidos novos tratamentos e vacinasqbh/, que podera
beneficiar outros pacientes futuramente.

PARTICIPACAO E CONFIDENCIALIDADE

A participacdo dos pacientes neste estudo € voianta
confidencial e nenhum nome sera divulgado em qealdipo de
publicacdo. Caso o senhor/a senhora nao queiripart isto ndo
influenciar4 o tratamento que vocé tem recebidms®dem, faca a
pergunta que desejar e esclareca suas duvidas.0sdi@ns deste termo
de consentimento e informacdo serdo cumpridos geitados pelos
pesquisadores envolvidos.

Se vocé tiver alguma duvida ou mesmo depois deaseste
documento ndo quiser mais participar desta pesqpde entrar em
contato com qualgquer um destes pesquisadores almaiRmnicar sua
deciséo e vocé sera excluido da pesquisa:

Prof. Dr.Aguinaldo R. Pinto/Universidade Federal3mta Catarina —
Fone: 3721-5206
CONSENTIMENTO
Eu recebi uma copia e li (ou leram para mim) asrinf¢cdes
acima descritas. Foram explicados todos os proegdos deste estudo.
Sei que posso perguntar o que desejar e comprexadammente que o
meu sangue sera utilizado para realizacao de masgsbbre o HIV. Sei
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também dos possiveis desconfortos e beneficios agparticipacéo
neste estudo. Sou livre para autorizar ou ndo aarparticipacdo neste
estudo.

Pesquisador responsavel:
Prof. Dr. Aguinaldo R. Pinto

DECLARACAO

Declaro estar ciente das informagfes ora prestadas, tendo lido atentamente e
concordado com o todo teor.

Florianépolis/SC, de de 20 .

Assinatura do Paciente ou Responsével

Nome completo do paciente:

Nome Responsavel:

RG:
CPF:




ANEXO 2: Iniciadores utilizados na amplificacdo do genomabvirus do HIV por estedPCR.
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Gene Regido Sequéncia do iniciador Posicdo em HXBZ
Env | gpl20/C2V3 | Externos:
ED5: 5’ ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG 3 6557— 6582
ED12: 55AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG 3 7811— 7782
Internos:
ED31: 55CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 3 6817— 6845
ED33: 5 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC 3 7381— 7360
Pol PR/RT Externos:
DP10: 5 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG ¥ 2198— 2223
MMRT6: 5 TTTTACATCATTAGTGTGGG 3 3647— 3628
Internos:
DP16: 5 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 3 2253— 2274
MMRT5: 5 TAAATTTGATATGTCCATTG 3 3574— 3555
Pol INT Externos:
MMRT7: 5 CATGGGTACCAGCAC 3 4150— 4164
MMINT7: 5 TCTCCTGTWTGCARMCCCCAATATGT 3 5267— 5242
Internos:
MMRT2: 5 ATTGGAGGAAATGAACAAGTAGA 3 4173— 4195
MMINT6: 5 GGGATGTGTACTTCTGAACTT 3’ 5213— 5193
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ANEXO 3: Iniciadores utilizados para o sequenciamentaegifes gendmicas do provirus do HIV.

Gene Regido Sequéncia do iniciador Posicdo em HXBZ
Env | gpl20/C2V3 | ES7:5 CTGCTGTTAAATGGCAGTCTAG 3’ 6999— 7020
ED31: 5CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 3 6817— 6845
ED33: 5 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC 3’ 7381— 7360
Pol PR/RT LR49: 55CAATGGCCATTGACAGAAGA 3 2616— 2635
LR51: 5 TGTGGTATTCCTAATTGAACTTCCC 3 2836— 2812
LR54: 5 TAGGCTGTACTGTCCATTTAT 3 3279— 3259
DP16: 5 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 3 2253— 2274
MMRT5: 5" TAAATTTGATATGTCCATTG 3 3574— 3555
DP11: 5 CCTGGCTTYAATTTTACTGGTA 3 2593— 2572
SEQRT: 5' ATGGAAAGGATCACCAGCAA 3' 3005— 3024
LR54F: 5' AYAAATGGACAGTMCAGCCTAT 3' 3259— 3280
Pol INT MMRT2: 5 ATTGGAGGAAATGAACAAGTAGA 3 4173— 4195
MMINT6: 5 GGGATGTGTACTTCTGAACTT 3’ 5213— 5193
MMINT3: 5 CCCTACAATCCCCAAAGTCAAG 3 4653— 4674
MMINT4: 5’CTTGACTTTGGGGATTGTAGGG 3’ 4674— 4653




66

ANEXO 4: Sequéncias utilizadas nas analises filogenéticéidas de
Los Alamos HIV Database.

Subtipo Sequéncia
C 04BR021, 04BR038, 04BR0O73
B 02BR008, 02BR013, HXB2_copy_LAlI, BREPM103
BREPM1093
F1 93BR020_1, 02BR082, 01BR087,
CRF31 BC| 110PA, 04BR137, 04BR142




