CARACTERIZACAO GENOTIPICA DO HIV-1 EM PACIENTES DOS ESTADOS DO
TOCANTINS E DO MATO GROSSO.
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1.INTRODUCAO

Em 1983 foi identificado o Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1 (HIV-1),
agente etiolégico da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA/AIDS). O HIV-1 é
considerado um dos patdégenos emergentes de maior polimorfismo genético que se
conhece (Gallo et al., 1983; Barre-Sinoussi et al., 1983). Estudos baseados em
sequenciamento, analises filogenéticas e modelos matematicos estimam que o HIV
comecou a se diversificar na populacdo humana em torno de 1931 (Korber et al., 2000).
Os reservatorios naturais do HIV-1 sdo os chimpanzés da sub espécie Pan troglodites
troglodites e a introducdo do HIV-1 na espécie humana ocorreu por pelo menos
eventos de transmisséo zoondtica (Gao et al., 1999). O HIV-1 pode ser classificado em
trés grupos principais: M (Major/Main), N (Non-M, Non-O/ New) e O (Outlier) (Simon et
al., 1998; Gurtler et al., 1994). O grupo M é o mais prevalente e pode ser subdividido
em nove subtipos (A-D, F-H, J, K) originarios da Africa Central. Os subtipos A e F
apresentam sub-subtipos Al, A2 e F1, F2 que divergem de 10 a 15% na sequéncia de
nucleotideos (Thomson et al., 2002; Kandathil et al., 2005). Entre os subtipos do grupo
M observa-se 25-35% de diferenca entre os nucleotideos do gene env e no gene gag
esta diferenca € de aproximadamente 15% (Robertson et al.,, 2000; Takebe et al.,
2004).

A circulagdo de varios subtipos do HIV-1 em uma mesma regido geografica
favorece a co-infec¢do ou superinfeccdo. Eventos de recombinacdo entre 0 mesmo
subtipo (intrasubtipo) ou entre dois ou mais subtipos diferentes (intersubtipo) que
infectam uma mesma célula pode resultar em virus mosaicos. Dois tipos principais de
HIV-1 recombinantes tém sido identificados: CRFs — formas recombinantes circulantes
e as URFs- formas recombinates Unicas (Thomson et al., 2002). Se o recombinante for
identificado em no minimo trés individuos sem vinculo epidemioldgico e caracterizado
pelo sequenciamento completo do genoma, ele é designado CRF. Mas dois genomas
completos e a sequiéncia parcial de uma terceira cepa sao suficientes desde que a
sequéncia parcial confirme a estrutura mosaica do CRF (Peters et al., 2000). H&
atualmente 32 CRFs reconhecidos (Los Alamos - HIV Sequence database 2005).

No Brasil, o maior pais da América do Sul e 0 mais afetado pela epidemia do
HIV/AIDS, a taxa de prevaléncia é em torno de 0,6% (AIDS Boletim Epidemiolégico,
2005). Diversos estudos sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil
principalmente do sul e do sudeste mostram a predominédncia do subtipo B e a



presenca dos subtipos F (Brazilian Network for the HIV-1 Isolation and Characterization,
2000), C (Csillag et al., 1994), D (Morgado et al., 1998) e A (Caride et al., 2001), e dos
recombinates B/F e B/C (Sabino et al., 1994; Sanabani et al., 2006). Sabe-se que
viagens e migracdes populacionais contribuem para a diversidade genética do HIV-1. A
diversidade populacional e o forte componente migratério presente nos estados do
Tocantins e Mato Grosso contribuiram para a formacdo de populacdes heterogéneas,
principalmente no recém criado estado do Tocantins. Até o momento pouco se
conhece sobre a diversidade genética do HIV-1 no estado do Mato Grosso e nao
existem relatos referentes ao estado do Tocantins. O objetivo deste estudo € realizar
triagem molecular de amostras de HIV-1 de pacientes dos estados do Tocantins e do
Mato Grosso.

2. METODOLOGIA
2.1. Populacéo de estudo

A populacdo alvo deste estudo consiste de pacientes infectados pelo HIV-1
atendidos no Laboratério Central de Saude Publica - LACEN, de Palmas no estado do
Tocantins (n=84) e em Cuiaba no Mato Grosso (n=67), onde sao realizados os testes
de Carga Viral e contagens de linfocitos TCD4+. ApOs assinatura do termo de
consentimento informado pelo paciente, foi realizada entrevista através de questionario
padronizado para obtencdo de dados sécio demogréficos, categoria de exposi¢do e
tratamento antiretroviral. Amostras de sangue EDTA foram coletadas, aliquotadas e
congeladas a -800C até o processamento.

2.2. Processamento das amostras

Apés lise das hemaceas (Triton X-100, MgCI2 1M, Tris-HCI 1M, Sucrose 1M)
extraimos DNA genomico (DNAzol, Molecular Research Center Inc., Cincinatti, Ohio,
USA). O DNA precipitado pelo etanol foi ressuspendido no tampé&o TE (Tris-EDTA) e
estocado a —80°C. O gene gag do HIV-1 foi amplificado por nested polymerase chain
reaction (Nested PCR) usando os seguintes pares de iniciadores: H1P202/H1G777 e
H1Gag1584/gl7 para 0 gene gag. A determinacdo dos subtipos do HIV-1 no gene gag
foi realizada pela Heteroduplex Mobility Analysis empregando reagentes providos pelo
NIH/AIDS Reagent Program (HIV-1 gag HMA subtyping kit, protocol version 5).

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Quarenta e oito isolados de HIV-1 de pacientes do Tocantins foram analisados
quanto a diversidade genética do HIV-1 no gene gag, na regido que codifica o
aminoacido 132 da p24 até o aminoacido 40 da p7. Utilizando-se os pares de
iniciadores H1P202/H1G777 e H1Gagl584/gl7, obtivemos amplificacdo em 48/48
amostras (100%). Os subtipos do HIV-1 identificados na regido gag, indicam
predominancia do subtipo B (n=41). Outros subtipos do HIV-1 também foram
encontrados na regido de gag: C (n=2) e F (n=3). Dois isolados apresentaram perfil
eletroforético compativel com BD.



Das amostras de Mato Grosso 41 isolados de pacientes do Mato Grosso foram
analisados quanto a diversidade genética do HIV-1 no gene gag. Utilizando os mesmos
pares de iniciadores obtivemos amplificacdo em 28/41 amostras (%). Treze amostras
foram amplificadas com os iniciadores alternativos (HGHMA822 e g17). Os subtipos do
HIV-1 identificados na regido gag, indicam predominancia do subtipo B (n=23). Outros
subtipos do HIV-1 também foram encontrados na regido de gag: C (n=5), F (n=3). Dez
isolados apresentaram perfil eletroforético compativel com BD.

Ha diferencas na distribuicdo dos subtipos entre as regides geograficas. Em
estudos realizados no norte e sudeste mostram a predominancia do subtipo B seguido
pelo subtipo F (Brazilian Network for the HIV-1 Isolation and Characterization, 2000;
Vicente et al., 2000). O subtipo B também é predominante no nordeste (Couto-
Fernandez et al., 1999) e no centro-oeste (Stefani et al., 2000) com casos limitados dos
subtipos F e C. O subtipo C foi primeiramente detectado no sul do Brasil em amostras
coletadas em Porto Alegre, RS (Csillag et al., 1994). Amostras retrospectivas de 1991 e
1992 foram sequenciadas pela WHO HIV Network (WHO Network for HIV Isolation and
Characterization, 1994), mostrando que desde 1992 este subtipo jA estava no pais
(Soares et al., 2003). E na regido sul que ocorre o maior nimero de infec¢bes pelo
subtipo C em contraste com o padréo de distribuicdo do resto do pais (Morgado et al.,
2002). A deteccao do HIV-1 subtipo C no estado do Tocantins indica sua dispersao e
interiorizacéo pelo pais.

4. CONCLUSOES

Os resultados da triagem molecular do HIV-1 na regido gag indicam que o
subtipo B € o mais prevalente nos Estados do Tocantins e Matos Grosso, seguido do
subtipo F. HIV-1 subtipo C que é prevalente no sul onde foi introduzido no pais, ja esta
circulando em pacientes da regido centro oeste e no Estado do Tocantins na regiao
norte indicando sua disperséo e interiorizagdo pelo pais.
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