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RESUMO

A Aids é um problema global, com 33 milhdes de pessoas vivendo com HIV e mais
de dois milhdes de mortes por ano no mundo. No Brasil foram identificados mais de
500 mil casos da doencga, acumulando cerca de 205 mil obitos até junho de 2008. O
confinamento, o comportamento sexual de risco e histéria de uso de drogas
injetaveis aumentam a vulnerabilidade para a aquisicdo do HIV, assim como outros
fatores de risco, como a marginalizagao social e o baixo nivel socioeconémico, que
sdo caracteristicas da populagao carceraria. O objetivo do trabalho foi caracterizar o
perfil epidemiolégico e molecular da infecgao pelo HIV-1 na populagao prisional de
Campo Grande-MS. O inquérito foi conduzido nas unidades prisionais de regime
fechado de Campo Grande-MS (Presidio Feminino Irma Irma Zorzi, IPCG e Presidio
de Seguranga Maxima) no periodo de novembro de 2006 a maio de 2007. Foram
realizadas intervengbes educativas por meio de palestras em grupo, entrevistas
individuais para obtencdo das caracteristicas socioeconémicas, demograficas e
demais variaveis de estudo. Amostras de sangue de 229 individuos foram coletadas
para a realizagdo do teste sorolégico para HIV. As amostras positivas foram
submetidas ao Ensaio da Mobilidade de Heteroduplex (HMA) para avaliar a
diversidade em gag e sequenciamento automatico para a caracterizagao genotipica
do gene pol do HIV-1. Os dados obtidos foram processados através do programa
Epi Info 2002. Para verificar possiveis associagdes entre as variaveis de estudo
foram utilizados os testes Qui-quadrado, Qui-quadrado de tendéncia e teste exato de
Fisher, e calculadas as razbes de prevaléncia, com os respectivos intervalos de
confianga de 95%. Foi utilizada a Regressdo de Cox para estimar as razbes de
prevaléncia ajustadas nas variaveis com significancia maior que 20% ou que
apresentavam relevancia clinica-epidemiolégica. A prevaléncia do HIV foi de 5,7%
(IC 95%: 2,7%-8,7%). A populagao estudada caracterizou-se por ser jovem, ter baixa
escolaridade e renda, e a maioria ndo possui parceiro fixo. Tatuagem, tabagismo e
alcoolismo e uso de drogas no passado sdo caracteristicas comuns nesta
populacdo. Entre os entrevistados, 25% relataram utilizar drogas dentro do contexto
prisional, e destes, 10% sdo usuarios de drogas injetaveis. Os fatores que
mostraram associagéo estatistica significativa para a positividade pelo HIV foram:
histérico de DST, baixa renda familiar e uso de droga injetavel. Os subtipos do HIV-1
encontrados foram: B%97 (43,8%), C99"° (25%) e os recombinantes BF (25%) e
CY%9/FBP (6,2%). Foi demonstrada com este estudo a vulnerabilidade da populagédo
carceraria de Campo Grande-MS a infec¢ao pelo HIV, além da alta complexidade
genética do virus HIV-1 circulante nesta populagéo, contribuindo para uma melhor
compreensao da epidemiologia do HIV-1 em nosso Estado. Espera-se, a partir
destes resultados, a organizacédo de intervengdes especificas para a melhoria da
saude desta populagao.

Palavras-chave: HIV-1; prisioneiros; epidemiologia molecular.



ABSTRACT

AIDS is a global problem, with 33 million of people living with HIV and more than two
million people died of HIV causes. In Brazil more than 500 thousand cases of the
disease, accumulating around 205 thousand deaths until June 2008. Confinement,
were identified the sexual risk behavior and history of injecting drug use increase
vulnerability to HIV acquisition, as well as other risk factors such as social
marginalization and lower socioeconomic status, which are characteristics of the
population in prison. The objective of this study was to characterize the molecular
and epidemiological profile of HIV infection in the prison population of Campo
Grande-MS. Seroepidemiological survey was performed among 229 inmates at local
prisons between November 2006 and May 2007. Educational interventions and
interviews were conducted to gather socioeconomic and demographic data and to
identify associated risk factors. Blood samples were collected for HIV testing. The
positive samples were subjected to Heteroduplex Mobility Assay (HMA) and
automatic sequencing for genotypic characterization of gag and pol genes of HIV-1.
Statistical analysis: Epi Info 2002; chi-squared, chi-square for trend and Fisher's
exact tests and calculated prevalence ratios with 95% confidence intervals. We used
a Cox regression to estimate prevalence ratios adjusted for the variables with
significance greater than 20% or those with clinical and epidemiological relevance.
HIV prevalence was 5.7% (95% CIl: 2.7%-8.7%). The sample was characterized
being younger, have lower education and income, most of which has no fixed
partner. Have tattoos, make use of cigarettes and alcohol, and have used drugs in
the past are common features in this population. Among the respondents, 25%
confessed using drugs within the prison context, and of these, 10% are injecting drug
users. The factors that showed statistically significant association for HIV positivity
were: having a history of STDs, low income and use of injectable drugs. The
following HIV-1 subtypes were identified: B%9*° (43.8%), C%9° (25%) and
recombinants BF (25%) and C%9/FB" (6.2%). This study demonstrated the
vulnerability of the prison population of Campo Grande-MS to HIV infection, in
addition to the high genetic complexity of HIV-1 circulating in this population,
contributing to a better understanding of the epidemiology of HIV-1 in our state.
These results can contribute to specific interventions to improve the health of this
population.

KEYWORDS: HIV-1; prisoners; molecular epidemiology.
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1 INTRODUGAO

A epidemia causada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV),
denominada Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids) € um problema global
de saude publica, com impacto nas areas de saude, sociais, econOmicas e
demograficas. Atualmente 33 milhdes de pessoas no mundo vivem com este virus, e
no Brasil, sdo mais de 500 mil pessoas infectadas.

A caracterizagao da epidemiologia molecular do HIV-1 é relevante ndo sé
para monitorar a evolugao da epidemia, como para o desenvolvimento de futuras
vacinas, no estudo das superinfecgdes, no diagnostico e monitoramento da infecgao,
no tratamento, na progressdo da doenga, na prevengao e transmissao, se tornando
uma ferramenta essencial ao combate desta pandemia mundial.

Condi¢cées de confinamento aumentam o risco de algumas infecgdes,
principalmente as relacionadas as praticas sexuais e/ou ao uso de drogas injetaveis,
como é o caso do HIV-1. Varios trabalhos tém relatado altas prevaléncias de HIV-1
na populagao prisional, constituindo um sério problema de saude publica no Brasil.
Por isso, pessoas vivendo encarceradas deveriam de ter acesso a educagao em
relacdo a Aids, testagem para HIV-1, orientagdo pré e pds-teste e, para individuos
HIV-1 positivos, atendimento multiprofissional, incluindo acompanhamento ou
tratamento.

Considerando a importancia clinica e epidemiolégica da infecgédo pelo HIV-1 e
a escassez de estudos em nossa regido, é relevante a investigagcdo da sua
disseminagao em populagcdo com caracteristicas como as do presente estudo, que
apresentam um elevado risco de exposicdo a este virus. Portanto, o presente
trabalho objetiva determinar a prevaléncia da infecgdo pelo HIV-1, identificar os
principais subtipos do HIV-1 nesta populagdo, bem como, investigar os principais
fatores de risco associados a essa infeccdo, para a introdugcdo de medidas

preventivas e de controle.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoéria do HIV/Aids

No ano de 1981, uma nova doenca chamava a atengdo dos médicos e da
comunidade cientifica. Os primeiros casos foram descritos inicialmente em
homossexuais do sexo masculino das cidades de Los Angeles, Nova lorque, Atlanta
e S&o Francisco, nos Estados Unidos da América. Eles apresentavam pneumonias
atipicas, linfadenopatia e Sarcoma de Kaposi, além de outras manifestagdes
relacionadas a imunodeficiéncia. A doenca inicialmente passou a ser chamada de
cancer gay ou GRID (Gay-Related Immunodeficiency Disease), e entdo em 1982 foi
denominada Aids (Acquired Immunodeficiency Syndrome) (GOTTLIEB et al., 1981;
MILDVAN et al., 1982).

A identificagcdo e isolamento do HIV envolveu dois grandes grupos de
pesquisa, um liderado por Robert Gallo, do Centro para Controle e Prevencao de
Doencgas (Centers for Disease Control and Prevention — CDC), dos Estados Unidos,
e o outro por Luc Montagnier, do Instituto Pasteur, em Paris. Gallo havia levantado a
hipotese que aquela enfermidade seria causada por um retrovirus da familia do
HTLV (Virus Linfotrépico de células T Humanas), isolando-o e o denominando de
HTLV-IIl. Simultaneamente, em 1983, a equipe de Luc Montagnier, que estudava
retrovirus associados a cancer em humanos, isolou o referido retrovirus a partir do
linfonodo de um paciente com linfadenopatia persistente, através da deteccdo de
tracos da enzima transcriptase reversa presentes na cultura de linfécitos T.
Inicialmente, este virus foi chamado de LAV - Virus Associado a Linfadenopatia.
Depois de algum tempo, a comunidade cientifica verificou que os dois grupos de
pesquisa haviam descrito 0 mesmo virus. Posteriormente, entdo, o virus passou a
ser chamado de HIV (BARRE-SINOUSSI et al., 1983; GALLO, 2002; MONTAGNIER,
2002).

Apods o isolamento do virus, em 1986, foram desenvolvidos testes para a
deteccdo do HIV, e logo estes se tornaram comercialmente disponiveis, reduzindo a
transmissao do virus por transfusdo de sangue. No ano seguinte foi desenvolvida a
primeira droga anti-retroviral, a Zidovudina (AZT), que reduziu o numero de mortes
causadas por essa sindrome (GALLO; MONTAGNIER, 2002). A partir do ano de

1995, depois do surgimento de inumeras drogas antiretrovirais, foi implementada a
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terapia tripla, mais conhecida como HAART (High Active Antiretroviral Therapy),
terapia anti-retroviral altamente eficaz, que promoveu uma sobrevida maior aos
pacientes portadores do virus (DELANEY, 2006).

No Brasil, a Aids foi primeiramente descrita em 1982, com o diagnéstico de
jovens homossexuais do sexo masculino, no estado de Sdo Paulo. Nesta época, a
doenca era chamada “Doenca dos 5 H” - Homossexuais, Hemofilicos, Haitianos,
Heroinbmanos (usuarios de heroina injetavel), Hookers (profissionais do sexo em
inglés). Em 1984, surgiu o primeiro programa brasileiro de controle da Aids, o
Programa da Secretaria da Saude do Estado de S&o Paulo, e em 1986, houve a
criacdo do Programa Nacional de DST e Aids do Ministério da Saude. Em 1987,
pesquisadores do Instituto Oswaldo Cruz isolaram o HIV pela primeira vez na
Ameérica Latina (GALVAO-CASTRO et al., 1987), e no mesmo ano inicia-se o uso do
AZT no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Segundo dados do Ministério da Saude (2008), em 1991, quando Brasil ja
acumulava mais de onze mil casos notificados da doenga, o mesmo iniciou a
distribuicdo gratuita de anti-retrovirais. Em 1993 ocorreu a implantagcdo da Rede
Nacional de Isolamento do HIV no Brasil, criada com suporte do Ministério da Saude
e da Unaids/OMS para mapear a diversidade genética do virus no pais e orientar a
selegcdo de potenciais vacinas e medicamentos anti-retrovirais a serem utilizados por
brasileiros. A terapia tripla comega a ser implementada em 1996, na mesma época
em que a epidemia muda de dire¢ao, atingindo cada vez mais mulheres, além de
ocorrer a interiorizagcado e a pauperizagao da doenca.

Com a implantagcdo da Rede Nacional de Laboratérios para o monitoramento
de pacientes com HIV-1 em terapia anti-retroviral em 1997, encarregada de realizar
exames de carga viral e contagem de células T CD4+, o controle da infecgédo pelo
HIV-1 foi facilitado, e este monitoramento contribuiu para uma queda consideravel
no numero de mortes e infecgdes oportunistas dos pacientes acometidos pela
doencga. Como o Brasil ja utilizava o coquetel anti-retroviral ha muitos anos, e devido
ao aumento da resisténcia do virus a esses medicamentos, em 2001 foi implantada
a Rede Nacional de Genotipagem do HIV-1 do Ministério da Saude, para monitorar
esses pacientes. Por tudo isso, em 2003 o Programa Nacional de DST/Aids foi
considerado por diversas agéncias de cooperagao internacional como referéncia
mundial e premiado pela Fundacéo Bill & Melinda Gates (MINISTERIO DA SAUDE,
2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2009a).
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2.2Classificacao e estrutura do HIV

O Virus da Imunodeficiéncia Humana pertence a familia Retroviridae,
subfamilia Lentivirinae, género Lentivirus. Sua particula viral (Figura 1) é esférica,
composta por um capsideo viral, nucleocapsideo protéico, duas fitas simples de
RNA genbmico com polaridade positiva, e as enzimas protease, integrase e
transcriptase reversa, a ultima considerada como “marca” dos retrovirus, capaz de
transcrever o RNA gendmico em DNA dupla fita. O envelope viral é constituido por
uma membrana bicamada lipidica derivada da célula hospedeira e das proteinas
gp120 e gp41, responsaveis pelos processos de ligagado e fusdo do virus a célula-
alvo (BARRE-SINOUSSI, 1996).

env gp120 —‘

41
,— env gp

membrana viral
camada lipidica

Figura 1 — Estrutura do HIV.
Fonte: adaptado de http://www.vircolab.com/

2.2.1 Organizagao genémica do HIV

O genoma do HIV (Figura 2) é formado por aproximadamente 10000 pares de
bases, e € composto por trés genes estruturais, env, gag e pol, e genes reguladores:
vif, vpr, vpu, tat, rev e nef. O gene env é responsavel pela estrutura do envelope do
virus, e codifica uma glicoproteina precursora de 160 kDa, denominada de gp160,

que é clivada por enzimas celulares em gp120 e gp41, que sao ligadas nao-



16

covalentemente e encontram-se inseridas no envelope da particula viral, mediante a
gp41 (glicoproteina transmembrana). A gp120 apresenta-se exposta na membrana,
ancorada na gp41 em forma de trimero. Estas duas proteinas sao responsaveis pela
interacdo com o seu receptor primario, a molécula CD4, presente em macréfagos e
linfécitos T (BARRE-SINOUSSI, 1996).

Fev
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Proteins
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Figura 2 — Organizacdo gendmica do HIV (MA = matrix, CA = capsideo, NC
nucleocapsideo, PR = protease, RT = transcriptase reversa, IN = integrase, SU
superficie, TM = transmembranica). Fonte: http://www.stanford.edu/

O gene gag codifica as proteinas que compdem o capsideo viral, uma
proteina precursora de 55 kDa a qual, durante a replicacdo do virus, € clivada pela
protease viral, dando origem as proteinas p24, p17, p7 e p9. A proteina p17 compde
a matriz viral e € encontrada logo abaixo do seu envelope. A proteina p24 forma o
nucleocapsideo, no interior do qual estdo localizadas as duas fitas simples de RNA.
O gene pol, por sua vez, codifica as enzimas transcriptase reversa, protease e
integrase. Estas enzimas sdo produzidas como uma poliproteina gag-pol precursora
que posteriormente é processada e clivada pela protease viral. Os genes gag e pol
sdo mais conservados que o gene env (BARRE-SINOUSSI, 1996).

Segundo a mesma autora, os genes regulatdrios controlam a replicagao do
HIV, seja ativando a transcricio do seu genoma (gene taf), promovendo a
exportacdo do RNA mensageiro viral do nucleo para o citoplasma (gene rev) ou

potencializando a infectividade dos virions e a liberacdo dos mesmos para fora da
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célula infectada (vif e vpu). As regides LTR (Repeticbes Terminais Longas) estéao
localizadas nas duas extremidades do genoma dos retrovirus e sdo importantes para
a regulagao da transcricdo dos provirus (moléculas de DNA virais produzidas por

transcrigdo reversa e integradas nas células do hospedeiro).

2.3 Diversidade Genética do HIV

Dois tipos de HIV foram descritos: o HIV-1 e o HIV-2. O primeiro, responsavel
pela pandemia mundial e considerado um dos patégenos que apresenta maior
variabilidade genética. O HIV-2 ¢é responsavel por epidemias localizadas,
principalmente na Africa Ocidental e na Europa, onde esta relacionado a individuos
oriundos do continente africano (GOMES, 2002; SALEMI et al., 2005).

O HIV-1 distingue-se em trés grupos principais: M (Main ou Major), N (Non-M-
Non-O ou New) e O (Outlier). O grupo N € uma forma muito distinta do virus, e foi
identificado em paciente de Camardes. O grupo O consiste em cepas altamente
divergentes, e foi detectado em pessoas vivendo na Africa Central (LOS ALAMOS
NATIONAL LABORATORY, 2008a; ROBERTSON et al., 1999; TAKEBE;
KUSAGAWA; MOTOMURA, 2004). Os grupos N e O representam juntos menos de
5% das infecgdes por HIV no mundo (LAL; CHAKRABARTI; YANG, 2005).

O Grupo M, responsavel pela pandemia mundial, pode ser classificado em
nove subtipos geneticamente distintos: A, B, C, D, F, G, H, J e K (MCCUTCHAN,
2006; PEETERS; DELAPORTE, 1999; RAMBAUT et al., 2004; SALEMI et al., 2005).
Dentro de alguns destes subtipos, variagdes filogenéticas adicionais foram
identificadas e denominadas sub-subtipos. O HIV-1 subtipo A esta subdividido em
dois sub-subtipos, A1 e A2 e o subtipo F possui dois sub-subtipos, F1 e F2. A
andlise da sequéncia de nucleotideos permitiu verificar uma divergéncia de
aminoacidos entre os diferentes subtipos do HIV-1 do grupo M atingindo 20 a 30%
no gene env, 15% no gene gag e 13% no gene pol (ROBERTSON et al., 1999;
TAKEBE; KUSAGAWA; MOTOMURA, 2004).

Além dos subtipos e sub-subtipos, existem ainda as denominadas formas
recombinantes circulantes (CRF). Por definicdo, os CRF devem ser identificadas em
pelo menos trés individuos sem vinculo epidemiolégico e devem apresentar
genomas e breakpoints (ponto de quebra ou ponto de recombinagao) idénticos,

refletindo um ancestral comum e a partir do mesmo evento de recombinacio. Essas
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formas recombinantes s&o designadas por um numero de identificagdo, com letras
indicando os subtipos envolvidos. Se o genoma recombinante for formado por mais
de dois subtipos distintos € denominado cpx, sigla derivada da palavra complex.
Para definir um novo subtipo, sub-subtipo ou CRFs, a cepa deve ser identificada em,
pelo menos, trés individuos epidemiologicamente desvinculados (LAL;
CHAKRABARTI; YANG, 2005; TAKEBE; KUSAGAWA; MOTOMURA, 2004). Até o
ano de 2008 haviam sido descritos 43 CRF (LOS ALAMOS NATIONAL
LABORATORY, 2009).

O HIV-2 tem uma variagdo genémica de 55% em relagdo ao HIV-1 e é
geneticamente mais semelhante ao SIV (Virus da Imunodeficiéncia Simia) dos
chimpanzés. O HIV-2 é classificado em 7 grupos: A, B, C, D, E, F e G e predomina
no continente Africano, com casos esporadicos de infeccdo em outros continentes.
O continente Africano é o unico em que todos os tipos, subtipos e grupos do HIV co-
circulam (GOMES, 2002; LOS ALAMOS NATIONAL LABORATORY, 2008b).

2.3.1 Origem da diversidade genética

Por ser um retrovirus, o HIV-1 necessita da atuagcdo da sua enzima
transcriptase reversa (TR) para poder converter seu RNA gendmico em DNA e
realizar a producdo de proteinas para formar novos virions. Porém, durante o
processo de replicagéo, a TR n&o possui propriedade corretiva, isto €, ndo corrige
seus eventuais erros de transcricdo, ocasionando substituicdes nucleotidicas,
delegdes, recombinacdes, repeticbes e/ou insergcdes. Sua taxa de erro na
incorporagao de nucleotideos é de aproximadamente 102 a 10° por sitio, por ciclo
de replicagao. Portanto, a cada ciclo replicativo, o genoma do HIV-1 adquire uma
substituicdo de nucleotideo. Fazendo um comparativo, as DNA polimerases tém
uma taxa aproximada de 10°® mutacées/sitio/ciclo de replicagéo. Considerando que,
a cada dia, 10" novas particulas de HIV-1 sdo produzidas pelo organismo, e
estimando a populagdo de HIV-1 positivos em torno de 107, teriamos em torno de
10" variantes genéticas Unicas de HIV-1 em circulacdo (PINTO; STRUCHINER,
2006; REQUEJO, 2006).

Além dos erros da TR, outro importante processo que contribui para a
variabilidade genética do HIV-1 é a recombinagao homologa. Esse fendbmeno ocorre

somente em individuos que foram infectados simultaneamente por duas variantes
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virais diferentes. O mecanismo da recombinagdo acontece no momento da
transcricdo reversa, onde a TR salta de uma fita de RNA para outra, produzindo
entdo uma fita de DNA com segmentos dos dois RNA iniciais, distintos ou n&do. O
fato do alto numero de virus recombinantes existirem atualmente mostra que o
fendmeno da co-infecgdo com cepas divergentes de HIV-1 é mais frequente do que
se acreditava. Esse tipo de infecgdo ocorre geralmente em regides onde multiplos
subtipos co-circulam (LAL; CHAKRABARTI; YANG, 2005; RAMBAUT et al., 2004).

Além das propriedades intrinsecas do virus, outros fatores podem contribuir
para a diversidade genética do HIV-1. O primeiro deles & exercido pelo sistema
imune, fazendo com que o virus desenvolva mecanismos de escape e se adapte as
novas células-alvo, a fim de manter a infecgdo naquele organismo. Outro fator que
atua de maneira semelhante s&o as drogas anti-retrovirais, provocando uma
alteracdo no ambiente onde o virus se replica e causando uma sele¢cao natural das
cepas, fazendo com que algumas sejam eliminadas e outras sofram mutagdes e se
tornem aptas a sobreviver neste meio (LAL; CHAKRABARTI; YANG, 2005; PINTO;
STRUCHINER, 2006; REQUEJO, 2006).

2.3.2 Implicagbes do estudo da diversidade genética

A caracterizagao molecular das variantes virais do HIV-1 é relevante nao sé
para monitorar a origem e evolugdo da epidemia. Através da analise filogenética,
permite-se verificar o momento em que foram introduzidas determinadas variantes
em uma populagdo. Ja o estudo da filodindmica infere a dindmica da evolucdo da
interacdo hospedeiro-parasita, bem como a diversidade dos patdogenos em
diferentes escalas (PINTO; STRUCHINER, 2006).

Sabe-se que alguns subtipos possuem polimorfismos naturais especificos,
gerando uma assinatura propria em sua sequéncia de nucleotideos. Essas variagdes
inter-subtipos podem chegar a até 50% dependendo do gene analisado, e podem
conferir a estas cepas vantagens e desvantagens, como por exemplo, melhorar a
capacidade replicativa do virus (LAL; CHAKRABARTI; YANG, 2005). Varios estudos
relatam diferencas entre os subtipos B e ndo-B (SALEMI et al.,, 2005). Outros
mostram a existéncia de variagdes intra-subtipos, como por exemplo, o subtipo C,
que possui diferencas entre 3,5 e 5,8% entre as variantes da Africa, india e América
do Sul (HOLGUIN et al., 2006; WAINBERG, 2004). O HIV-2 e o HIV-1 grupo O séo
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naturalmente resistentes aos |Inibidores da Transcriptase Reversa Nao
Nucleosidicos (ITRNN) (TAKEBE; KUSAGAWA; MOTOMURA, 2004; THOMSON;
PEREZ-ALVAREZ; NAJERA, 2002).

A variabilidade genética do HIV-1 também traz implicagbes para o
desenvolvimento de futuras vacinas (MORGADO; GUIMARAES; GALVAO-CASTRO,
2002; RAMBAUT et al.,, 2004), para o estudo das superinfeccoes (THOMSON;
NAJERA, 2005), no diagnéstico e monitoramento da infecgdo (LAL; CHAKRABARTI,
YANG, 2005; SWANSON et al.,, 2005; THOMSON; PEREZ-ALVAREZ; NAJERA,
2002), na progressdao da doenca (KANKI et al, 1999), na transmisséo e
patogenicidade do virus (THOMSON; PEREZ-ALVAREZ; NAJERA, 2002).

Para os algoritmos de resisténcia genotipica, que foram inicialmente
desenhados para pacientes HIV-1 subtipo B, nota-se que ha diferengas na
interpretacdo dos resultados, que sao baseados nas combinagdes de mutacdes
subtipo-dependentes. A frequéncia e os padrbes de mutacbes associadas a
resisténcia podem diferir entre os subtipos de HIV-1. Mutagdes silenciosas ou
polimorfismos que ocorram em determinadas regides de um subtipo e levam a
resisténcia, podem n&o ter o mesmo impacto em outro subtipo (HOLGUIN et al.,
2006).

Diversos estudos apontam a correlagdo entre os subtipos do HIV-1 e a
resposta imune, e com mutagdes associadas a resisténcia as drogas, que trazem
implicagées no tratamento. Verificou-se que HIV-1 ndo-B desenvolvem resisténcia
derivadas de mutagdes em posi¢cdes que nao estdo associadas a resisténcia nos
virus subtipo B (DUMANS et al.,, 2004; KANTOR et al., 2005; OSMANOV et al.,
2002; WAINBERG, 2004).

Portanto, conhecimentos sobre a epidemiologia molecular do HIV-1 sé&o
ferramentas essenciais para o controle da pandemia da Aids (PINTO;
STRUCHINER, 2006).

2.3.3 Métodos utilizados para o estudo diversidade genética do HIV-1

O Ensaio da Mobilidade de Heteroduplex, do inglés Heteroduplex Mobility
Assay (HMA) foi muito utilizado para a realizagao da triagem molecular do HIV-1.
Esse método permite a identificacdo do subtipo viral nos genes env e gag do HIV-1

do grupo M. O HMA se baseia na migracdo de hibridos de DNA amplificados por
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PCR. Estes hibridos anelados aleatoriamente podem ser heteroduplexes que
migram com menor velocidade a eletroforese quando comparados aos
homoduplexes. Os produtos de amplificagdo por PCR de amostras desconhecidas
sdo misturados com cepas-referéncia (selecionadas entre os subtipos mais
representativos da regido estudada) e anelados. O hibrido entre DNA da cepa
desconhecida que tiver maior similaridade genética com a cepa-referéncia ira migrar
com maior velocidade na eletroforese em gel de poliacrilamida, permitindo a
identificacdo do subtipo do HIV-1 (DELWART et al., 1993; HEYNDRICKX et al.,
2002).

Uma das vantagens da utilizaggo do HMA é a variedade de espécimes
clinicos que podem ser utilizados nesta técnica (sangue total adsorvido em papel,
lisado de células mononucleares periféricas, plasma, soro e fluidos genitais). Outra
vantagem é a alta concordancia com resultados de sequenciamento e a analise
filogenética, além do menor custo, utilizagdo de equipamentos menos sofisticados e
rapidez. A desvantagem deste método € que, por depender da amplificagdo de uma
regiao genbmica por PCR, os primers utilizados podem n&o ser capazes de
reconhecer sequéncias complementares no caso de virus especialmente
divergentes, e devido a diversidade crescente do HIV-1, esta técnica de triagem
molecular n&o permite a confirmagdo de formas recombinantes entre os isolados
com subtipos discordantes em duas regides genémicas, e tem aplicagao limitada em
sitios com alta frequéncia de formas recombinantes (PINTO; STRUCHINER, 2006;
THOMSON; PEREZ-ALVAREZ; NAJERA, 2002).

A analise do polimorfismo de restricdo também pode ser utilizada para a
caracterizagado dos subtipos do HIV-1. Geralmente, a regido da protease é mais
utilizada neste tipo de técnica, mas também pode ser aplicada a regido env para a
caracterizagdo da variante BBr (apresenta na algca V3 da gp120 do envelope a
sequéncia de aminoacido GWGR ao invés de GPGR, forma mais comum encontrada
do subtipo B) (PINTO; STRUCHINER, 2006).

O sequenciamento de nucleotideos € considerado o “padrédo ouro” para
estudos de diversidade genética do HIV-1, principalmente devido ao fenbmeno da
recombinacdo em regiées onde co-circulam diferentes formas genéticas. Programas
de computagao foram desenvolvidos para analise de sequéncias de nucleotideos e
identificacdo de recombinagdes, como o “Simplot” ou “Programa de Identificacdo de

Recombinacédo (RIP)’. Estes permitem a analise de similaridades ou relagbes
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filogenéticas com sequéncias de referéncias dos subtipos do HIV-1.
Sequenciamento e a analise filogenética, n&o s6 permitem a identificagdo do subtipo
do HIV-1, como também possibilitam relagdes filogenéticas entre seqléncias virais
de diferentes areas geograficas (THOMSON; PEREZ-ALVAREZ; NAJERA, 2002).

A maioria dos estudos de subtipagem caracterizam isolados em genes
especificos do genoma. Devido ao grande numero de cepas recombinantes, é
recomendado que se indique o segmento utilizado na analise, bem como a
identificacdo de mais de uma regido do genoma do virus (PINTO; STRUCHINER,
2006).

2.4 Epidemiologia da Aids

2.4.1 Dados mundiais sobre a prevaléncia do HIV/Aids

Globalmente a epidemia do HIV se estabilizou, embora com niveis elevados
de novas infecgdes por HIV e mortes por Aids. Em 2007, a estimativa era de 33
milhdées de pessoas vivendo com HIV. O numero anual de novas infecgdes por HIV
caiu de 3 milhdes em 2001 para 2,7 milhdes em 2007 e dois milhdes de pessoas
morreram devido a doenga, comparado a um valor 1,7 milhdes em 2001. Apesar
desta estabilizacdo desde 2000, o numero de pessoas vivendo com HIV tém
aumentado continuamente com novas infecgoes a cada ano. Tém sido observados
aumentos de novas infecgdes em paises populosos tais como Indonésia, Russia e
varios outros paises de renda alta (UNAIDS, 2008).

Segundo dados da United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS)
(2008), as mulheres representam metade das pessoas que vivem com o HIV em
todo mundo, e quase 60% das infecgdes por HIV na Africa Subsaariana. Nos ultimos
dez anos, a porcentagem de mulheres vivendo com HIV manteve-se estavel. Os
jovens com idades compreendidas entre 15 e 24 anos representam 45% das novas
infecgdes por HIV em todo o mundo. A Unaids, no ano de 2008, estimou que
370.000 criangas menores de 15 anos seriam infectadas pelo HIV e 270.000
morreriam de Aids. Mundialmente, o numero de criangas vivendo com HIV aumentou
de 1,6 milhées em 2001 para dois milhdes em 2007, sendo que quase 90% delas

viviam na Africa Subsaariana.
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O mesmo boletim da Unaids posiciona a Africa do Sul como lider no ranking
dos paises mais afetados pela epidemia: 35% das infecgcbes pelo HIV e 38% de
mortes por Aids no mundo em 2007 ocorreram nessa regido. No total, a Africa
Subsaariana concentra 67% das pessoas que vivem com o HIV no mundo e 75% de
todas as mortes por Aids. Estimava-se que 1,9 milhdes de pessoas foram infectadas
com HIV em 2007, elevando para 22 milhdes o niumero de pessoas que vivem com o
HIV nessa area geografica. A transmissdo heterossexual continua sendo o principal
meio de transmissao do HIV na regido. Esta alta taxa de transmissao sexual também
deu origem a maior populacdo mundial de criangas que vivem com o HIV. A
epidemia atinge também os usuarios de drogas injetaveis (UDI), os homens que
fazem sexo com homens (HSH) e profissionais do sexo.

Na Asia, a Unaids (2008) relata que cerca de 5 milhdes de pessoas viviam
com o HIV em 2007, incluindo as 380.000 pessoas que se infectaram recentemente.
Outras 380.000 morreram de doengas relacionadas a Aids. As frequéncias mais
elevadas ocorrem no Sudeste da Asia, sendo que o consumo de drogas injetaveis é
um importante fator de risco nas epidemias de varios paises asiaticos.

Ja na Europa Oriental e Asia Central o nimero de portadores do HIV
aumentou para 1,5 milhdo em 2007; quase 90% das pessoas infectadas vivem na
Federagdo Russa (69%) ou na Ucrania (29%). Estimou-se um aparecimento de
110000 novos casos nessa regiao em 2007, e cerca de 58.000 6bitos por Aids. A
epidemia de HIV nesta regido € concentrada, em grande parte, entre os usuarios de
drogas injetaveis, profissionais do sexo e seus varios parceiros sexuais.

O boletim também mostra que a América Latina apresentou 140.000 novas
infeccbes em 2007, elevando para 1,7 milhdées o numero de pessoas vivendo com o
HIV na regido. Um total de 63.000 pessoas morreram em consequéncia da Aids
neste periodo. A transmissao do HIV nesta regido esta ocorrendo principalmente
entre os HSH, trabalhadores do sexo e, em menor extensdo, usuarios de drogas
injetaveis. No Caribe, 230.000 pessoas sao portadoras do HIV (cerca de trés quartos
deles na Republica Dominicana e Haiti), ao passo que um numero estimado de
20000 pessoas foram recentemente infectadas com o HIV na regido, com
aproximadamente 14.000 mortes por Aids. A principal forma de contagio do HIV no
Caribe séo as relagbes heterossexuais desprotegidas, pagas ou ndo. No entanto, o
sexo entre homens, embora geralmente negadas pela sociedade, também é um

fator significativo em varias epidemias nacionais.
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O Programa das Nagdes Unidas em HIV/AIDS, no ano de 2007, estimou que
2,0 milhdes de pessoas viviam com HIV na América do Norte, Europa Ocidental e
Central, sendo que 1,2 milhdes estdo nos Estados Unidos da América. Nessas
regides, 81000 pessoas foram recentemente infectadas com o HIV neste ano.
Entretanto, poucas pessoas, 31.000 morreram de Aids neste mesmo periodo. Em
geral, os HSH ainda representam mais da metade dos casos nos Estados Unidos e
40% dos casos no Canada; o uso de drogas injetaveis representa uma percentagem
menor de novas infecgdes pelo HIV.

As informagcdes disponiveis da infecgéo pelo HIV no Oriente Médio e na Africa
do Norte indicam que aproximadamente 380.000 pessoas viviam com o HIV em
2007, incluindo 40.000 recém-infectados com o virus. Diferentes combinagdes de
fatores de risco estdo associadas a epidemia, liderada pelo sexo pago sem protecéao
e 0 uso de drogas injetaveis com equipamentos contaminados (UNAIDS, 2008).

Finalmente, na Oceania estimou-se que 74.000 pessoas estariam vivendo
com o HIV em 2007, cerca de 13.000 recentemente infectadas. A forma de

transmissao mais comum nesta regiao € a heterossexual (UNAIDS, 2008).

2.4.2 Epidemia brasileira

Dados do Programa Nacional de DST/Aids apontam que até junho de 2008
haviam sido notificados 506.499 casos de Aids, com 205.409 obitos. A taxa de
incidéncia até 2007 chegou a 17,8/100000 habitantes. A regido Sudeste concentra
60,4% dos individuos com Aids no Brasil, com 305.725 casos notificados, seguido
pelas regides Sul (95.552), Nordeste (58.348), Centro-Oeste (28.719) e Norte
(18.155) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007/2008).

Entre os pacientes com Aids, o sexo masculino é mais atingido pela doenga,
com 65,8% de homens e 34,2% de mulheres. O numero de mulheres infectadas pelo
HIV vem se elevando ao longo da epidemia, podendo se fazer uma comparagao do
ano de 1983, no qual a relaggdo homem:mulher era de 40:1, em 1993 passou a ser
3,5:1 e a partir de 2003 era 1,5:1, mantendo esta proporcéo até a atualidade. A faixa
etaria mais acometida pela doenca varia entre 20 e 39 anos, com 64,7% dos casos.
Existem ainda 17304 criangas com idade até 12 anos notificadas até o primeiro
semestre de 2008, segundo o boletim do Programa Nacional DST/Aids 2007/2008.
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Entretanto, uma faixa etaria vem chamando atencdo dentro da epidemia de
Aids brasileira: os individuos acima de 50 anos. No ano de 2007 foram registrados
4715 casos, mais que o dobro do registrado ha dez anos, no ano de 1997, que foi de
1966 casos. Hoje, ja sao 47.437 casos acumulados entre 1980 e 2008, sendo que,
até o ano de 1995, havia pouco mais de 7000 casos. Entre as mulheres maiores de
50 anos, os dados sao ainda mais preocupantes, pois a incidéncia de Aids
praticamente dobrou nessa populagdo nos ultimos dez anos (de 7,3 em 1996 para
14,5 em 2006), além do aumento da taxa de mortalidade (de 5,5 em 1996 para 6,1
em 2006) (MINISTERIO DA SAUDE, 2009b).

Quanto a forma de transmissao, a heterossexual predomina no sexo feminino,
com 90,4% dos casos, enquanto no sexo masculino esta forma de transmisséo é
responsavel por apenas 29,7% dos casos. As outras formas compreendem
transmissdo homo/bissexual masculina (32,9%), uso de droga injetavel (27,5%),
além de poucos casos de transmissdo através de transfusdo sanguinea,
transmissao vertical e hemofilicos (1,5% juntas). A transmissao vertical (11.796
casos) vem sendo reduzida a cada ano, gracas as campanhas de prevencao,
acompanhamento pré-natal e tratamento das gestantes e recém-nascidos. No ano
de 1997 foram registrados 11.019 casos de criangas infectadas pela mae, e apés 10
anos, houve a redugdo deste nimero para 323 casos notificados (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007/2008).

Segundo o Ministério da Saude (2007/2008), a Aids no Brasil acomete, em
sua maior parte, a classe menos privilegiada da populagéo, confirmando a tendéncia
de pauperizagao da doenga dos ultimos anos. Segundo informagdes do Ministério da
Saude, 50,2% das pessoas vivendo com Aids possuem até 7 anos de estudo.

Somente 7,9% destes pacientes tém escolaridade superior a 12 anos.

2.4.3 HIV/Aids em Mato Grosso do Sul

O primeiro caso de Aids do Mato Grosso do Sul foi diagnosticado no ano de
1984. Atualmente, com a epidemia estabilizada desde 2006, ocupa o 15° lugar em
nivel nacional de casos acumulados, totalizando 5567 casos notificados entre 1980
e 2008, e 1981 obitos atribuidos a esta doencga. A taxa de incidéncia no Estado é de
17,3/100.000 habitantes (MATO GROSSO DO SUL, 2006; MINISTERIO DA SAUDE,
2007/2008).
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Segundo dados da Secretaria Estadual de Saude de Mato Grosso do Sul
(2007b), o municipio de Campo Grande ocupa o primeiro lugar entre os municipios
do Estado com 2715 casos notificados até dezembro de 2007 (representando 58,9%
do total de casos do Estado), seguido dos municipios de Dourados (300 casos), Trés
Lagoas (251 casos), Corumba (228 casos) e Ponta Porad (127 casos) entre os
municipios com maior numero de casos. Quando se analisa a incidéncia de casos
de Aids, o municipio de Ponta Porad ocupa o primeiro lugar, com uma taxa de
43,2/100.000 habitantes, enquanto Campo Grande ocupa o 9° lugar, com
20,11/100.000 habitantes, taxas maiores que a nacional. A faixa etaria mais
acometida esta entre 20 e 39 anos, constituindo 66,9% dos casos. Dentre os casos
notificados, 68,5% sdo do sexo masculino e 31,5% acometem o sexo feminino.

A categoria de exposigdao mais acometida pela Aids em Mato Grosso do Sul é
a heterossexual, com 37% dos casos, além da heterossexual onde se tem parceiro
de risco (12%), homossexual (9%), heterossexual/drogas (8%), bissexual (6%),
drogas (5%) e transmissao vertical (3%). No ano de 2007 foram notificados cinco
casos entre criangas com até 5 anos, e até junho de 2008 nenhum caso havia sido
notificado (MATO GROSSO DO SUL, 2007b).

2.4.4 Epidemiologia molecular do HIV-1 no mundo

Atualmente, o HIV-1 do grupo M subtipo C é responsavel por 50% dos
infectados no mundo, seguido pelos subtipos A, B, D e G, com 12%, 10%, 3% e 6%,
respectivamente. Os subtipos F, H, J e K juntos somam 0,94% das infec¢des. As
formas recombinantes circulantes CRF01_AE e CRF02_AG, cada, sao responsaveis
por 5% dos casos, e o CRF03_AB por 0,1%. Outros recombinantes somam 8% para
o restante das infecgbes. Todas as formas recombinantes juntas sado responsaveis
por 18% das infecgdes mundiais (HEMELAAR et al., 2006; KHAN et al., 2006).

A prevaléncia dos subtipos varia conforme a regiao estudada. O subtipo A é
responsavel por 80% das infecgbes da Africa Ocidental e 30% da Africa Oriental,
mas também é encontrado na Europa Oriental, como a Russia e Ucrania. Estudo
realizado no Quénia apontou uma frequéncia de 56,5% do subtipo A, seguidos pelos
subtipos D, C, CRF01_AE, G, além de recombinantes AD, AC e AG (KHOJA et al.,
2008). Ja o subtipo B encontra-se distribuido mundialmente, sendo o principal

componente da epidemia na Europa Ocidental, Américas, Australia e paises
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Asiaticos como a Coréia, india e Singapura. No Jap&o o subtipo B é predominante
(74%), mas também outros subtipos, como o C (3,5%), A (2%) e F (1%) circulam
(REQUEJO, 2006). Um trabalho realizado recentemente em Portugal apontou a
prevaléncia do subtipo B em 41,7% dos individuos estudados, mas também
encontrou uma diversidade de outros subtipos, como o G, C, F, A, D e J, além de
16,1% de formas recombinantes, sendo o CRF02_AG responsavel por 41,4% destas
infeccbes (PALMA et al., 2007). Na China também foi encontrado um padrao
peculiar entre os HSH, quando em 2005, 77,5% dos individuos eram classificados
como subtipo B, e apenas dois anos depois houve uma mudancga na distribuicido dos
subtipos, reduzindo o percentual de subtipo B para 41,9% e crescendo a forma
recombinante CRFO1_AE de 3,7% para 30,2% (WANG et al., 2008).

O subtipo C predomina no Leste e Sul da Africa e Sul da Asia, mas tem sido
encontrado em diversas regies do globo, como Malasia, Sul da China, india, Nepal,
além de alguns paises da Europa, como o Reino Unido. Ja o subtipo D é mais
restrito ao continente Africano, presente em paises do Leste da Africa como Uganda
e Quénia, e do oeste africano, como Camardes. No sul da Africa ha uma recente
epidemia por este subtipo, envolvendo inclusive CRF originados desta variante,
como o CRF05_DF e CRF10_CD (REQUEJO et al.,, 2006; THOMSON; NAJERA,
2005).

O subtipo F é restrito a Europa Oriental, principalmente na Roménia, e
também em paises Sul-americanos, como o Brasil. A variante G é originaria da
Galicia, no noroeste da Espanha, mas ja foi encontrada em Portugal, Cuba, e alguns
paises africanos, como Camardes, Gabao e Nigéria (REQUEJO et al., 2006;
THOMSON; NAJERA, 2005). Os subtipos H, J e K sdo menos representativos na
epidemia e ficam restritos a paises da Africa Central, como a Republica Democratica
do Congo, Camardes, Gabao e Angola (THOMSON; NAJERA, 2005).

Algumas Formas Recombinantes Circulantes sdo mais frequentes do que
subtipos puros em determinadas regides. O CRF01_AE predomina no sudeste da
Asia, e é responsavel por 20% dos casos no Japdo. J4 o CRF02_AG é
predominante no oeste e centro-oeste da Africa (HEMELAAR et al., 2006; TAKEBE;
KUSAGAWA; MOTOMURA, 2004). Estudo realizado com mineiros no Gabéo, Africa
Central, apontou uma prevaléncia de 57% desta variante, seguidos pelos subtipos A
(9%) e CRFO1_AE ou B (4%) (CARON et al., 2008).
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Os paises da América Latina apresentam alta frequéncia dos subtipo B e F,
recombinantes BF e do subtipo C, em diferentes proporgdes. No Chile, o subtipo B é
predominante, com 91,4% dos infectados e apenas 8,6% de subtipo F (RIOS et al.,
2005). Resultados semelhantes foram encontrados na Venezuela, onde a frequéncia
do subtipo B foi superior a 90%, além de uma forma recombinante BF encontrada
(CASTRO et al., 2003). Ja Argentina apresenta uma epidemia com perfil diferente,
estreitamente relacionada a UDI, e onde os recombinantes BF ja sdo a maioria, além
da presencga dos subtipos B e F em menor proporgéo. Além disso, foi isolado neste
pais o CRF12_BF, e a maioria dos recombinantes BF isolados nos estudos sao
altamente relacionados com esta variante (CARR et al., 2001; DILERNIA et al.,
2007; ESPINOSA et al., 2004). O Uruguai apresenta uma diversidade semelhante a
da Argentina, com grande prevaléncia de recombinantes BF. Outros paises como
Equador, Peru, Bolivia e Paraguai tém o subtipo B como o mais prevalente
(AGUAYO et al., 2008; HIERHOLZER et al., 2002).

2.4.5 Epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil

O primeiro trabalho a relatar a diversidade molecular do HIV-1 no Brasil foi
realizado em 1992, com pacientes provenientes do Rio de Janeiro, Sdo Paulo e
Bahia (COUTO-FERNANDEZ et al., 1992). Quatro anos depois, Galvao-Castro et al.
(1996) descreveu pela primeira vez a prevaléncia do subtipo B no Brasil, além de um
paciente caracterizado como subtipo F. A partir destes dois estudos, varios outros se
sucederam com o intuito de monitorar a diversidade genética do HIV-1 no pais.

Estudos subsequentes demonstraram a presenca de outros subtipos além
dos ja caracterizados B e F. Em Salvador, Couto-Fernandez et al. (1999)
encontraram uma prevaléncia de 95% do subtipo B e 3,4% do subtipo BF no grupo
de transmissao sexual e 89,5% do subtipo B, 3% do subtipo F e 7,5% do subtipo BF
no grupo de usuarios de drogas injetaveis, além de uma amostra com perfil B/F/E.
No ano seguinte, um grupo do Rio de Janeiro, estudando amostras de pacientes
provenientes de Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais, mostrou a presenca de
82,9% de subtipo B, 14,3% de subtipo F e 2,9% de amostras do subtipo C. Neste
trabalho também foi descrita a variante B brasileira (B”), caracterizada pela
sequéncia de aminoacidos GWGR no topo da alga V3 do gene env (BONGERTZ et
al., 2000).
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A maior parte dos estudos de diversidade genética do HIV-1 sdo provenientes
do Sudeste. No estado do Rio de Janeiro ja foram descritos diversos subtipos, entre
eles os subtipos A, C, D e o CRF02_AG, além de recombinantes BF com
prevaléncia variando entre 3,3% e 14,3% (BONGERTZ et al., 2007; CARIDE et al.,
2001; COUTO-FERNANDEZ et al.,, 2005; EYER-SILVA; COUTO-FERNANDEZ;
MORGADO, 2007; TEIXEIRA et al.,, 2004). Em S&o Paulo, o subtipo B € o mais
prevalente, seguido pelos subtipos F, recombinantes BF e C. Alguns trabalhos mais
recentes, porém, tem mostrado um aumento na frequéncia dos recombinantes BF.
Dois autores que realizaram trabalho na cidade de Santos relataram altas
prevaléncias de recombinantes BF, 28,9% e 47,4%. Algumas formas recombinantes
BC também foram descritas neste estado (GONSALEZ et al., 2007; SA-FILHO et al.,
2005; SA-FILHO et al., 2008; SOUZA et al., 2008; SUCUPIRA et al., 2007).

Cabral et al. (2006) realizaram estudo da prevaléncia dos subtipos do HIV-1
no estado do Espirito Santo, onde 75,3% dos individuos apresentaram o subtipo B,
9,3% o subtipo F, 3,1% o subtipo C e 12,4% de recombinantes BF. Além destes
subtipos ja descritos, quatro CRFs também foram isolados na Regidao Sudeste,
CRF28 BF e CRF29 BF em S&o Paulo (SA-FILHO et al., 2006), e CRF39_BF e
CRF40_BF no Rio de Janeiro (GUIMARAES et al., 2008).

A regido Nordeste apresenta diversidade molecular do HIV-1 semelhante a
regido Sudeste, com prevaléncia do subtipo B variando entre 72,6% e 84%, além da
presencga dos subtipos C, D, F e recombinantes BF, BD e FD (CAVALCANTI et al.,
2007; GADELHA et al., 2003; MEDEIROS et al., 2006; MONTEIRO et al., 2009). Ha
escassez de dados disponiveis da regido Norte sobre a diversidade genética do
HIV-1 nesta regido. Vicente et al. (2000) caracterizaram os subtipos do HIV-1
circulantes na Amazobnia, e encontrou uma prevaléncia maior do subtipo B, seguido
pelo F, além de virus mosaicos BF e BC.

Ja na Regido Sul, encontra-se uma distribuicdo diferente do restante do
Brasil. No ano de 2002, Martinez et al. (2002) descreveram uma populagao
majoritaria de subtipo B, porém com grande numero de infec¢des pelo subtipo C
(22%), sendo esta maior que as do subtipo F (3%). No ano de 2003, dois estudos
comprovaram este achado e constataram um aumento da circulagdo do subtipo C,
com porcentagem superior a 40% dos pacientes estudados (SOARES et al., 2003a;
SOARES et al., 2003b). Os mesmos autores, em 2005, mostraram claramente a

inversao de prevaléncia, agora maior do subtipo C, seguidos dos subtipos B, F e D,
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além dos recombinantes FB, DB e BC. Neste trabalho, a infeccdo pelo subtipo C
acometia mais o sexo feminino e pessoas em estagios menos evoluidos da doencga
(SOARES et al., 2005).

Uma CRF foi descrita na regiao Sul em 2006, o CRF31_BC, mostrando que
esta variante ja representava 11% das formas circulantes nesta area (SANTOS et
al., 2006). Estudos evolutivos apontam que a variante C brasileira (Cgr) possui
assinatura propria e provavelmente foi fruto de uma unica introdugéo no sul do pais,
no inicio da década de 80. Quando se realiza anadlise filogenética deste subtipo,
verfica-se que o subtipo Cgr forma grupo monofilético com amostras provenientes de
Burundi, na Africa (BELLO et al., 2008; SOARES et al., 2003b).

Finalmente, o Centro-Oeste brasileiro tem distribuicdo similar a regido
Sudeste. O primeiro trabalho que caracterizou a epidemiologia molecular do HIV-1
nesta regido foi realizado em gestantes de Goias no ano de 2000, demonstrando
maior frequéncia do subtipo B (74,6%) entre a populagdo estudada, bem como os
estudos subsequentes deste estado (PEREIRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2006;
STEFANI et al., 2000). Outro trabalho reuniu amostras provenientes dos estados de
Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul e apontou prevaléncia do subtipo B em
69,9% dos pacientes, seguidos pelos subtipos F (1,7%) e C (1%), e um alto
percentual de formas recombinantes diversas, BF, BD, BC e CD, totalizando 14,5%
das amostras (STEFANI et al., 2007). O Distrito Federal tem uma distribuicdo um
pouco diferente dos outros Estados, com relatos de subtipo B predominando em
cerca de 90% dos pacientes, e o restante de recombinantes BF (CERQUEIRA et al.,
2004a; CERQUEIRA et al., 2004b; VERAS et al., 2007).

A diversidade genética do HIV-1 em Mato Grosso do Sul foi descrita em alguns
trabalhos, porém com numeros reduzidos de amostras. Em 2003, Brindeiro et al.
realizaram estudo com amostras provenientes de varias regides brasileiras, incluindo
sete do Mato Grosso do Sul, mas apresentou seus resultados em conjunto com a
regido Norte, demonstrando prevaléncia do subtipo B (70,59%), F (23,53%) e 5,88%
de amostras divergentes. De maneira semelhante, outro estudo publicado no mesmo
ano que utilizou 8 amostras deste Estado apontou 62,5% da variante B, 25% de
subtipo F e um paciente com a forma recombinante CB (SOARES et al., 2003b). O
trabalho mais consistente ja apresentado até a atualidade, com dados da
variabilidade molecular do HIV-1 no MS foi publicado em 2007, e utilizou 85

amostras de pacientes HIV-1 positivos; os resultados mostraram que Mato Grosso
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do Sul apresentava uma imensa variabilidade genética, com 57,6% de pacientes do
subtipo B, raros subtipos F (3,5%) e quase 20% de potenciais inter-subtipos
mosaicos (STEFANI et al., 2007).

2.5 Presidios

A populagao carceraria possui caracteristicas que a torna grupo priorizado do
ponto de vista social e epidemioldgico (SINGH, 2007a). Segundo De Groot (1999), a
prisdo é o “lado negro” da civilizagédo, considerando as peculiaridades de vida dessa
populacdo. O estilo de vida e o uso de drogas nos presidios implicam um nivel de
saude e de cuidados mais precarios que na populagdo como um todo, tornando o
sistema prisional local de maior risco para varios agravos a saude (DOLAN et al.,
2007; JURGENS, 2004; LOPES et al., 2001; MARTIN, 2000; SINGH, 2007b).

A maior parte dos presidiarios vem de setores menos privilegiados da
sociedade, com cuidados precarios de saude, encontrando-se, nesses grupos,
elevados indices de doencas tais como: hepatite, tuberculose e Aids, com
frequéncias superiores as encontradas na populagao geral (DAY, 2004; FORD et al.,
1995; FORD; WOBESER, 2000; MACALINO et al., 2004; WHO, 2005; WHO/JOINT
UNITED NATIONS PROGRAMME IN HIV/AIDS, 2006). Estudo realizado no Canada
demonstrou maior risco para displasia cervical em mulheres encarceradas
comparado as mulheres em geral (MARTIN, 2000). Outro estudo especifico
realizado por Ford et al. (2000) no Canada mostrou que 1/3 dos presidiarios tinham
histéria de uso de drogas injetaveis e destes, 73% tiveram resultado positivo para

hepatite C.

2.5.1 A infecgéo pelo HIV nos presidios

Condigdes de confinamento aumentam o risco de infecgdes relacionadas as
praticas sexuais e ao uso de drogas injetaveis, como é o caso do HIV. Varios
trabalhos tém relatado altas prevaléncias de HIV na populagéo prisional, constituindo
um seério problema de Saude Publica no Brasil (BURATTINI et al., 2000; CATALAN-
SOARES; ALMEIDA; CARNEIRO-PROIETTI, 2000; LOPES et al., 2001; MASSAD et
al.,, 1999; MIRANDA et al., 2000; OSTI; CASTRO; RICCI, 1999; STRAZZA et al.,
2004). Além do confinamento, outros fatores de risco como a marginalizagao social,
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0 baixo nivel socioeconémico e a escolaridade contribuem para a alta prevaléncia
observada desta infecgédo (SINGH, 2007b).

Com relacdo aos dados nacionais, sabemos que o tempo médio de
permanéncia nas prisdes de Sao Paulo é de cerca de 30 meses e a reincidéncia é
grande, caracterizando uma alta rotatividade (BURATTINI et al., 2000; CATALAN-
SOARES; ALMEIDA; CARNEIRO-PROIETTI, 2000; HELLARD; AITKEN, 2004).
Blanco et al. (2005) realizaram um estudo sobre a aderéncia ao tratamento com
antiretrovirais nas prisbes da Espanha, revelando que 54,8% dos individuos HIV
positivos em tratamento ndo tomam corretamente seus medicamentos, e
enumerando diversos fatores que os levam a falha no tratamento relacionadas as
caracteristicas do sistema prisional.

Estudos conduzidos no exterior que avaliaram a prevaléncia do HIV em
detentos mostram valores situados entre 2,3% e 6%: Canada 2,0%, 2,1% e 2,3%
(CALZAVARA et al., 2007; FORD et al., 2000; POULIN et al., 2007); Australia 2,1%
(HELLARD; AITKEN, 2004); Tailandia 1,5% (WILSON, 2007) e india 1,3% e 1,9%
(SINGH, 2007b); Estados Unidos 1,8% (MACALINO et al., 2004); Portugal 6,0%
(PASSADOURO, 2004). Os estudos brasileiros que avaliaram a prevaléncia do HIV
apontaram valores compreendidos entre 3,2% e 16% (BURATINI et al., 2000;
CATALAN-SOARES; ALMEIDA; CARNEIRO-PROIETTI, 2000; COELHO et al.,
2007; KALLAS et al., 1998; LOPES et al., 2001; MASSAD et al., 1999; MIRANDA et
al., 2000; OSTI; CASTRO; RICCI, 1999; STRAZZA et al., 2003; STRAZZA et al.,
2004).

Diante deste quadro, € fundamental que pessoas vivendo encarceradas
tenham acesso a educacao em relagédo a AIDS, testagem para HIV, orientagéo pré e
pos-teste e, para individuos HIV positivos, atendimento multiprofissional (WHO,
2006).

De acordo com dados da Agéncia Estadual de Administracdo do Sistema
Penitenciario do Estado de Mato Grosso do Sul (MATO GROSSO DO SUL, 2007a)
existem atualmente cerca de 3300 individuos cumprindo pena nas unidades
prisionais de regime fechado de Campo Grande/MS. Considerando que nao ha
testagem compulséria na admissdo ao sistema prisional, acredita-se que estes
dados encontram-se subestimados.

Mato Grosso do Sul se diferencia dos demais estados da federagdo em

relacdo a populagéo prisional. Quando se considera a propor¢gdo de presos por
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habitante, o estado ocupa o primeiro lugar no ranking brasileiro. A populagao
carceraria oficial registrada no censo penitenciario de 2007 € de 9304 presos e a
estimativa populacional para 2007 é de 2.336.058 habitantes; assim ha uma
proporcdo de 4 presos para cada 1000 habitantes (IBGE, 2008; MINISTERIO DA
JUSTICA, 2008).

Considerando a importancia clinica e epidemioldgica da infecgéo pelo HIV, &
relevante o estudo da sua disseminagdo nestas populagdes com caracteristicas
como as do presente estudo, que apresentam elevado risco de exposigao a este
virus. Este trabalho teve como objetivos avaliar aspectos epidemiologicos e
moleculares da infec¢ao pelo HIV-1 em grupo populacional especifico constituido de
presidiarios do municipio de Campo Grande/MS. O subtipo genético do HIV-1 foi
identificado e analisado juntamente com as informagdes sociodemograficas e com
os principais fatores de risco associados a esta infeccao.

Esta analise podera contribuir para definir melhores estratégias de prevengao
e controle da infecgcao pelo HIV-1 nesta populagdo. Espera-se que os resultados
obtidos sirvam de subsidios para as autoridades competentes implementarem
novas politicas publicas que tragam melhoria na prevencgdo, assisténcia e no
tratamento, além de contribuir para o futuro desenvolvimento de vacinas.

Com isso, estara se proporcionando o desenvolvimento técnico e cientifico do
nosso Estado e da nossa regido, fornecendo informacgdes a respeito da epidemia do
HIV/Aids na populagdo prisional e trazendo uma metodologia de investigagao

molecular para futuros estudos na nossa populacgao.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do estudo foi caracterizar o perfil soroepidemiolégico e molecular

da infecg¢ao pelo HIV-1 na populagao prisional de Campo Grande-MS.

3.2 Objetivos especificos

Para o alcance do objetivo geral foram estabelecidos como objetivos
especificos:
a) determinar a prevaléncia da infecgéo pelo HIV-1;
b) identificar os principais fatores associados ao risco de infecgao pelo HIV-1
nesta populagao; e

c) caracterizar os subtipos genéticos do HIV-1 nesta populagao.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Pesquisa

A pesquisa configurou-se como descritiva, quantitativa, de corte transversal.

4.2 Populagao de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Campo Grande-MS e conduzido nos
seguintes unidades prisionais de regime fechado: Presidio de Seguranga Maxima,
Instituto Penal de Campo Grande (IPCG) e Presidio Feminino Irméa Irma Zorzi.

A populagédo das unidades prisionais de regime fechado de Campo Grande,
no ano de 2005, totalizava 2640 pessoas, sendo 1912 homens (72,4%) e 728
mulheres (27,6%). Utilizando uma prevaléncia estimada apresentada em outros
estudos de 16% (+ 6%) (BURATTINI et al., 2000; LOPES et al., 2001; MASSAD et
al., 1999; OSTI; CASTRO; RICCI, 1999; STRAZZA et al.,, 2004), ao nivel de
significancia de 1%, a amostra foi definida em 226 sujeitos. Para a sele¢cdo da
amostra foi utilizada a técnica de amostragem por conveniéncia, através da
participagdo voluntaria, e o critério de estratificacdo segundo sexo, sendo a amostra
composta de 62 mulheres e 164 homens.

A coleta de dados e das amostras de sangue foi realizada no periodo de
novembro de 2006 a maio de 2007, totalizando 229 individuos, sendo 166 homens e
63 mulheres.

Para a caracterizagdo genotipica do HIV-1, além dos 13 pacientes
diagnosticados durante o estudo, foram acrescidos 17 pacientes encarcerados com
diagndstico de HIV-1 previamente realizado, totalizando a amostra em 30 individuos,

para maior contribuicdo ao conhecimento.
4.3 Critérios de inclusao
Foram utilizados os seguintes critérios para inclusao no presente estudo:

a) estar recluso em regime fechado nas unidades prisionais anteriormente

citadas;



36

b) apds informacéo verbal sobre os objetivos e metodologia do trabalho a ser
realizado, consentirem na sua participagao por escrito;

c) responder ao formulario padrdo para obtencdo das informacoes
necessarias, sobre as variaveis a serem estudadas;

d) submeter-se a coleta de sangue para realizagao da sorologia para o HIV-1
e posteriormente, para os positivos, a caracterizacdo do subtipo do HIV-
1.

4.4 Procedimento de coleta de dados

4.4 1 Entrevista estruturada

Para a identificacdo dos principais fatores associados ao risco de infeccéo
pelo HIV-1 na populacdo prisional, foi elaborado um formulario (Apéndice A) com
informacgdes referentes a: dados pessoais (caracteristicas socio-econbmicas e
demograficas), fatores de risco associados as infecgdes pelo HIV-1 (antecedente de
transfusdo sanguinea, cirurgia, tatuagem, piercing, habitos de higiene pessoal,
compartilhamento de objetos pessoais/cortantes, tratamento dentario, uso de drogas
inalatorias e injetaveis, alcoolismo, orientagdo sexual, numero de parceiros, uso de
preservativos e doencgas sexualmente transmissiveis), além de antecedentes
pessoais de hepatite/ictericia e vacinagao contra hepatite B.

A entrevista foi realizada individualmente, em local reservado, mantendo a

privacidade do entrevistado e o sigilo destas informacgdes.

4.4.2 Coleta de material biolégico

ApOs a entrevista, para a identificagdo do status soroldgico, realizou-se a
coleta de 10mL de sangue através de puncdo venosa de veia periférica. As
amostras obtidas (soro, sangue total e plasma, os dois ultimos utilizando como
anticoagulante EDTA K3) foram transferidas para o Laboratério de Imunologia
Clinica da UFMS onde foram processadas em temperatura ambiente. O
sobrenadante (soro) foi transferido para criotubos de poliestireno (1,5mL),
previamente identificados com o numero do registro, as iniciais do nome do

participante e a data da coleta (dados constantes no formulario de entrevista,
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numerado igualmente ao tubo de sangue no momento da coleta). Esse material foi
estocado em freezer a -20°C até a realizagcdo dos ensaios soroldgicos no
Laboratdrio de Imunologia Clinica da UFMS.

Os pacientes com resultado positivo foram submetidos a nova coleta de
sangue (10 mL) para a realizag&o de testes confirmatorios. Foi realizada a coleta de
sangue para a realizacdo do teste de Quantificacdo de Carga Viral, Contagem de
Linfécitos TCD4+ e TCD8+ e analise genotipica do HIV-1. Foram coletados 5 tubos
com SmL de sangue cada, utilizando como anticoagulante EDTA K3. As amostras
para sorologia foram encaminhadas para o Laboratério de Imunologia Clinica da
UFMS e as amostras com EDTA foram encaminhadas para o Laboratério Central de
Saude Publica do Mato Grosso do Sul (Lacen/MS) para a realizagcao dos testes de
Quantificagdo de Carga Viral, Contagem de Linfocitos TCD4+ e TCD8+ e separagao
das aliquotas de sangue total e plasma para analise genotipica do HIV-1. Estas
aliquotas foram armazenadas em freezer -80°C, no Lacen/MS e posteriormente
enviadas em gelo seco para o Laboratério de Imunologia da AIDS e Hanseniase do
IPTSP/UFG, em Goiania/GO, onde esta etapa foi realizada.

4.4.3 Palestra e distribuicdo de preservativos

Na ocasidao da visita a instituicdo penal, foram realizadas pela equipe de
pesquisadores (médicos, farmacéuticos, psicologo e alunos de graduagdo de
Farmacia e Medicina) palestras educativas sobre DST e AIDS e distribuicdo de

preservativos para os grupos de internos selecionados para a entrevista.

4.5 Processamento e analise dos dados

Os dados referentes as entrevistas foram organizados e tabulados em
formulario eletrénico (Planilha do Microsoft Excel) para o agrupamento e construgéo
de tabelas/figuras com vistas a interpretacdo dos dados, gerando informacdes sobre
os fatores associados a ocorréncia de HIV. Foi utilizado o programa EPI Info 3.4.1
(DEAN et al., 2007) para calculos de frequéncias, médias e medianas das principais
variaveis. Para verificar possiveis associagdes entre as variaveis de estudo foram
utilizados os testes Qui-quadrado, Qui-quadrado de tendéncia e teste exato de

Fisher, e calculadas as razbes de prevaléncia, com os respectivos intervalos de
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confianga de 95%. Para estimar as razbes de prevaléncia ajustadas, foi utilizada a
Regressédo de Cox (com tempo igual a uma unidade), tendo sido selecionadas as
variaveis com significancia > que 20% ou que apresentavam relevancia clinica-

epidemioldgica.

4.6 Procedimentos laboratoriais

4.6.1 Sorologia para HIV-1

As amostras coletadas nas unidades prisionais anteriormente citadas foram
encaminhadas ao Laboratério de Imunologia Clinica da UFMS e inicialmente
testadas para deteccdo do antigeno p24 por meio do ensaio imunoenzimatico
(ELISA), empregando-se reagente comercial (Bio-Rad Genetic Systems HIV-1
Antigen EIA - HIV-Ag detection, France). Os resultados positivos e indeterminados
foram confirmados pelo método Western Blot (Bio-Rad New Lav Blot I, France),
conforme instru¢des do fabricante e obedecendo a Portaria n° 59 de 28 de janeiro de
2003, MS, Brasil, que padroniza o conjunto de procedimentos sequenciados para
detecgdo de anticorpos anti-HIV em individuos com idade acima de 02 (dois) anos
(BRASIL, 2003).

4.6.2 Quantificagdo de Carga Viral e Contagem de Linfécitos TCD4+ e TCD8+

Os exames para monitoramento da infeccdo pelo HIV-1 foram realizados no
Lacen/MS, sendo a quantificacdo de Carga Viral através da metodologia bDNA
(VERSANT HIV-1 RNA 3.0 Assay, Siemens) e a contagem de linfécitos TCD4+ e
TCD8+ pela técnica de citometria de fluxo (FACSCaliburTM system, Becton,
Dickinson and Company).

4.6.3 Caracterizagao genotipica do HIV-1
A caracterizagdo dos subtipos do HIV-1 foi realizada mediante analise das

regides gendmicas gag e pol. A regidao gag foi analisada utilizando o Ensaio de
Mobilidade de Heteroduplex (HMA) (HEYNDRICKX et al., 2002). Para analise da
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regidao do gene pol foi realizado sequenciamento automatizado (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977).

4.6.3.1 Caracterizacao genotipica da regido gag

O ensaio de HMA da regidao gag foi realizado utilizando-se iniciadores e
plasmideos contendo DNA de cepas de referéncias fornecidos pelo “AIDS Reagent
Program” do “National Institute of Health (NIH)/AIDS Research and Reference
Reagent Program, USA”. O HMA e a identificagcdo do subtipo do HIV-1 foram

realizados segundo protocolo do “AIDS Reagent Program”, “Heteroduplex Mobility
Analysis — “HIV-1 group M gag Heteroduplex Mobility Analysis (HMA) Subtyping Kit”
(HEYNDRICKX et al., 2002).

O HMA baseia-se na mobilidade eletroforética de hibridos de DNA obtidos
mediante a associacdo de DNA proviral do HIV-1 de pacientes com sequéncias de
DNA de cepas de referéncias. Os hibridos formados sao analisados por eletroforese
em gel de poliacrilamida 5%, corados por brometo de etidio e analisados sob luz

ultravioleta.

4.6.3.1.1 Extragéo e purificagdo do DNA genémico do HIV-1

A obtengcdo do DNA gendmico foi feita a partir de sangue total, onde
inicialmente s&o lisadas as hemacias e em seguida as células mononucleares
periféricas (CMP). O sangue total (500uL) foi acrescentado a 2mL de solugéo litica
(solugao A: Triton X-100, MgCl, 1M, Tris HCI 1M e Sucrose 1M) para lise das
hemacias, depois centrifugado a 4000rpm por 15 minutos. A lise das CMP foi
realizada através da utilizagdo de 1mL da solucdo litica DNAzol — Tiocianato de
guanidina, Isocianato de guanidina, Monotiocianato de guanidina e acido tiocianato
(Molecular Research Center Inc. Cincinatti, Ohio, USA). Aguardou-se 15 minutos
para a lise das CMP.

O DNA gendmico foi precipitado com 500uL de etanol 100% e resfriado a
-80°C durante 1 hora. O material foi centrifugado a 14000rpm em temperatura
ambiente durante 25 minutos. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol 80%,
secado a 60°C por 30 minutos e solubilizado com um volume de 50uL de tampao
Tris-EDTA 1X (Tris HCI 1M, pH 8,0 e EDTA 0,1M).
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4.6.3.1.2 Amplificagdo do DNA Proviral por “Nested-PCR”

Na primeira etapa de amplificagdo do gene gag, foram empregados os
iniciadores H1G777 (5 TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG 3') e H1P202 (5
CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT 3’) que amplificam um fragmento de 1,1kb. O
fragmento gerado compreende a regido que codifica a partir do aminoacido 16 da
proteina do capsideo p24 até o aminoacido 33 da enzima protease.

Na segunda etapa os iniciadores utilizados foram H1Gag1584 (5
AAAGATGGATAATCCTGGG 3’) e g17 ( 5 TCCACATTTCCAACAGCCCTTTTT 3)
que amplificam um fragmento de 460 pb correspondendo a regido que codifica para
o aminoacido 132 da proteina p24 até o aminoacido 40 da proteina do
nucleocapsideo p7 (tendo como referéncia o genoma do isolado ELI).

O iniciador alternativo HGHMA822 (5° GCTTTCAGCCCAGAAGTAATACC 3’)
e o iniciador g17 foram utilizados na segunda etapa do PCR quando a amostra n&o
foi amplificada pelos iniciadores anteriormente citados. Nas duas etapas de
amplificagdo do fragmento gag o seguinte programa de ciclagem foi utilizado no
termociclador (Perkin Elmer — GeneAmp PCR Systems 2400, Connectcut, USA; MJ
Research — PTC — 150 Minicycler version 3.0, CA, USA): 94°C 2 minutos, 35 ciclos a
94°C 30 segundos, 50°C 30 segundos, 72°C 90 segundos, 1 ciclo 72°C 7 minutos,

4°C por tempo indeterminado.

4.6.3.1.3 Amplificacéo de Cepas de Referéncia Contidas em Plasmideos

Cepas de referéncia contidas em plasmideos foram amplificadas na regiao
gag com os iniciadores do segundo ciclo da “Nested-PCR”. Os plamideos contendo
cepas de referéncia foram utilizados na concentragdo de 10 ng/uL (10 mM de tris
HCl pH 7,4 e 0,1 mM de EDTA pH 8,0). Para a subtipagem genética do HIV-1 na
regido gag foram empregadas as seguintes cepas de referéncia, representando os

subtipos genéticos mais prevalentes no Brasil: B4, By, B3, C4, Cy, D1, D2, Fy, Fa.

4.6.3.1.4 Eletroforese em Gel de Agarose 1%

Para confirmagao de amplificacdo dos fragmentos gag do HIV-1 e das cepas

de referéncias, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
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agarose 1% (GIBCO - Life Technologies, USA), preparado em TAE - Tris Acetato
EDTA (GIBCO - Life Technologies, USA).

As amostras (5uL de material amplificado + 2uL de corante marcador da
corrida: Sacarose 40% e Xileno Cianol 0,2% + 5uL de Agua Milli-Q) foram aplicadas
no gel de agarose em paralelo com o padrao de peso molecular (100 pb DNA
Ladder, GIBCO - Life Technologies, USA). A corrida eletroforética foi realizada em
cuba horizontal (Horizon 11-14 and 25-25 Gel Electrophoresis Apparatus, GIBCO —
Life Technologies, USA) durante uma hora a 100V (Bio - RAD Power Pac 300, USA),
em tampao TAE com brometo de etidio 0,005%.

Os produtos de amplificagdo foram analisados em gel de agarose 1%, sob luz
ultravioleta ao comprimento de onda de 310 nm (Foto/Prepl Preparative DNA
Transilluminator - Fotodyne; Hartland, USA). A visualizagdo de bandas fluorescentes
de aproximadamente de 500 pb em relacdo ao padrdo de peso molecular, foram
interpretadas como positivas na amplificagéo.

4.6.3.1.5 Ensaio da Mobillidade do Heteroduplex (HMA)

O HMA consiste na analise da mobilidade eletroforética de hibridos ou
“heteroduplexes” em gel de poliacrilamida 5%. Os “heteroduplexes” (hibridos de
amostras HIV-1 dos pacientes e as cepas de referéncia) sdo formados apos a
desnaturacdo por calor a uma temperatura de 94°C, durante 2 minutos e a
renaturagao rapida por resfriamento em gelo, durante 10 minutos. No reanelamento
sdo gerados “homoduplexes”, mediante renaturagdo das fitas originais de DNA da
amostra de HIV-1 do paciente e das fitas de DNA das cepas de referéncias. Além
disso, hibridos ou “heteroduplexes” sdo formados pela renaturagdo de uma das fitas
de DNA da cepa de referéncia com uma das fitas de DNA proveniente do HIV-1 do
paciente.

4.6.3.1.5.1 Preparagéo do Gel de Poliacrilamida 5%

A solucdo estoque de acrilamida/bisacrilamida foi preparada com 30%
Acrilamida, 0,8% Bisacrilamida e Agua Milli-Q®. O TBE 10X foi preparado a partir de
acido borico 5,5%, tris-base 10,8%, 40mL de EDTA pH 8,0 e agua Milli-Q®
quantidade suficiente para 1000 mL. Para a subtipagem genética do HIV-1 na regido
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gag, o gel de poliacrilamida 5% foi preparado com 20% de uréia (Invitrogen — Life
Tech, CA, USA)

O gel de poliacrilamida foi polimerizado durante 60 minutos em placas de
vidro (16cm de altura X 19,5cm da placa anterior e 19cm X 19,5cm da placa

posterior, com espagadores de 1,5 mm de espessura e pentes com 20 canaletas).

4.6.3.1.5.2 Identificagcdo dos hibridos na regido gag

Os “homoduplexes” e “heteroduplexes” de HIV-1 nas regides gag foram
separados por eletroforese (V16-2 Vertical Gel Apparatus, GIBCO - Life
Technologies, USA) com tampéo TBE 1X (Tris-Borato-EDTA) a 250V (Power Pac
300, BIO-RAD Laboratories, Inc., USA), durante 3 horas em gel de poliacrilamida
5%. Os géis foram corados com brometo de etidio 0,005% por vinte minutos e os
‘homoduplexes” e “heteroduplexes” de gag foram visualizados no transluminador
sob luz ultravioleta de comprimento de onda igual a 310nm (FOTO/Prepl Preparative
DNA Transilluminator - Fotodyne; Hartland, USA) e fotografados com camera digital
(DC290 Zoom KODAK Digital Camera, Rochester, NY, USA). As imagens obtidas
foram analisadas através do programa 1D Image Analysis Software Windows Limited
Edition, version 3.5, NY, USA e arquivadas no computador do Laboratério de
Imunologia da Aids/Hanseniase do IPTSP.

A identificagao do subtipo do HIV-1 nas amostras dos pacientes baseia-se no
fato de que os “heteroduplexes” de gag formados entre a amostra de HIV-1 teste e a
cepa de referéncia com maior homologia genética exibem maior mobilidade no gel
de poliacrilamida.

Na regido de gag, que € uma regido mais conservada, alguns subtipos
geneticamente proximos, como os subtipos B e D, podem apresentar semelhantes
perfis de migracdo eletroforética no HMA gag. Neste caso, para melhor
discriminagdo dos subtipos, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida 5%
com 30% de uréia. De acordo com o protocolo da “AIDS Reagent Program”, a
concentracdo aumentada de uréia permite a distincdo entre subtipos que sao
filogeneticamente muito proximos, o que possibilita uma maior mobilidade de
migragao ao “heteroduplex” de maior homologia.

A figura 3 mostra um fluxograma que resume as etapas da caracterizagao

genotipica da regido gag.
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O sequenciamento da regido gendmica pol consiste em obter a sequéncia

nucleotidica das regides alvo estudadas, protease e transcriptase reversa, atraves

da amplificacdo por “Nested-PCR” utilizando iniciadores especificos para cada

regido, e submeter esta sequéncia a programas de bioinformatica que fardo a

analise e interpretacdo do gendtipo desta amostra, baseado na disposigao dos seus

aminoacidos comparado a uma cepa de referéncia.

Esta técnica envolve diversas etapas, que serdo descritas individualmente a

sequir.
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4.6.3.2.1 Extracdo do RNA viral

A obtencédo do RNA viral foi realizada a partir do plasma. Para esta etapa foi
utilizado o kit comercial QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany). Nesta técnica, a amostra € primeiramente lisada em altas condigbes de
desnaturacdo para inativar RNases e garantir o isolamento intacto do RNA viral. As
condigdes de tamponamento sdo entdo ajustadas para promover uma 6tima ligagéao
do RNA a membrana e entdo a amostra é carregada dentro das colunas. O RNA se
liga as membranas de gel de silica e os contaminantes s&o eficientemente lavados
em duas etapas usando dois diferentes tampdes de lavagem. O RNA de alta
qualidade é eluido em um tampao especial, livre de RNase, e pronto para ser usado
ou estocado. O RNA purificado € livre de proteinas, nucleases e outros
contaminantes e inibidores.

A amostra (140uL de plasma) foi adicionada a solugéo de lise (560uL de RNA
carreador dissolvido em tampao AVE - preparado segundo instru¢des do fabricante)
e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente (15-25°C). Apés a lise completa
das particulas virais, o RNA foi precipitado com 560uL de etanol (96-100%) e
posteriormente transferido para a coluna (QlAamp Spin Column), onde foi
centrifugado a 8000 rpm por 1 minuto. Na etapa seguinte, realizou-se duas lavagens
com tampdes especificos do kit, para retirar as proteinas e outros contaminantes e
obter ao final do processo um RNA purificado. A eluicdo do RNA extraido foi
realizada adicionando 60uL de tampao AVE a coluna e centrifugando a 8000 rpm

por 1 minuto. O produto da extragao foi armazenado em freezer a -80°C.
4.6.3.2.2 Obtencéo de cDNA através de RT-PCR para a regiéo pol

A reacao de transcricao reversa para obtencdo do DNA complementar foi
realizada a partir das amostras de RNA anteriormente citadas. Para esta etapa
foram preparados dois mixes, o primeiro (Mix 1) contendo, para cada amostra, 4uL
de tampao (5x First Stand Buffer - Invitrogen®), 1uL de agente redutor ditiotreitol
(DTT) 0,1M, 1uL de RNase out 40 U/mL, 1uL de enzima Super Script Ill RT 200
U/uL e 1 ul de agua ultra pura (Gibco). O Mix 2 era composto por 1uL de iniciadores
randémicos 150ng/uL e 1uL de dNTP mix 10mM.
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Em microtubo para PCR foram adicionados 3uL de Mix 2 e 10uL de amostra
extraida, e incubado a temperatura de 65°C por 5 minutos, sendo realizado em
seguida um choque térmico em gelo durante 1 minuto. Foi distribuido aos mesmos
microtubos de PCR (ja contendo o Mix 2 e as amostras) 7uL do Mix 1 e levado ao
termociclador (Perkin Elmer - GeneAmp PCR Systems 2400, Connectcut, USA; MJ
Research - PTC - 150 Minicycler version 3.0, CA, USA), programado com a seguinte
ciclagem: 25°C por 5 minutos, 50°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos. O cDNA
sintetizado foi armazenado a -80°C até o momento do uso.

4.6.3.2.3 Reacéo de Nested-PCR para a regido pol

O cDNA do HIV-1 foi amplificado por meio de “Nested-PCR”, utilizando um
conjunto de iniciadores especificos para duas regides diferentes do gene pol: o gene
completo da Protease (nucleotideos 2253-2549, relativo a sequéncia referéncia
HXB2, numero de acesso ao GenBank, K03455) e o fragmento de 750 pb do gene
da Transcriptase Reversa (HXB2, 2550-3299).

A PCR foi realizada em um volume final de 50uL, contendo 5uL de tampao
10x (Invitrogen), 3,5uL de MgCl, 50mM (Invitrogen), 0,8uL de dNTP 25mM
(Invitrogen), primers externos: 1uL de Kozal-1 (5-CAGAGCCAACAGCCCCACCA-3)
e 1uL de Kozal-2 (5-TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGACA-3’) a 10 pmol/uL
cada (Gibco) (KOZAL et al., 1996), 0,25uL de enzima Taq polimerase 5 U/uL
(Invitrogen), 5uL do cDNA obtido por RT-PCR e 33,45uL agua ultra pura (Gibco),
gerando um produto de amplicon de 1192 bp. A reacdo foi amplificada em um
termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems Inc, Foster City,
CA, USA), programado com o seguinte ciclo térmico: 1 ciclo 94°C por 1 minuto, 35
ciclos 94°C por 45 segundos, 55°C por 45 segundos, 72°C por 2 minutos, 1 ciclo
72°C por 10 minutos e 4°C por tempo indeterminado.

Na segunda etapa da “Nested-PCR” do gene pol (HXB2, 2197-3321) foram
utilizados 5uL do produto da PCR gerado no 1° ciclo, adicionados a uma mistura de
71,9uL de agua ultra-pura, 10uL de tampao 10x (Invitrogen), 7uL de MgCl, 50mM
(Invitrogen), 1,6uL de dNTP 25mM (Invitrogen), primers internos: 2uL de DP10
(5-TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG-3) e 2uL de Frenkel-2
(5-GTATGTCATTGACAGTCCAGC-3’) a 10 pmol/uL cada (Gibco) (FRENKEL et al.,
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1995), 0,5uL de enzima Taq polimerase 5 U/uL (Invitrogen). As amostras foram
amplificadas no mesmo termociclador e com o mesmo ciclo referido anteriormente.

O produto gerado foi um amplicon de 1125 bp.

4.6.3.2.4 Eletroforese em gel de agarose 1%

Para confirmagao de amplificagdo dos fragmentos pol do HIV-1, os produtos
de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (Gibco), preparado
em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE 1x, Gibco) na presenca de brometo de etidio
0,005%.

As amostras (4uL de material amplificado + 1uL de corante marcador da
corrida - azul de bromofenol puro) foram aplicadas no gel de agarose em paralelo
com o padrao de peso molecular (100 bp Low DNA Mass Ladder, Invitrogen). Este
marcador de peso molecular consiste em uma mistura de fragmentos de 2000, 1200,
800, 400, 200 e 100 bp contendo 200, 120, 80, 40, 20, e 10 ng de DNA,
respectivamente.

A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon 11-14 e 25-
25 Gel Electrophoresis Apparatus, Gibco-Life Technologies, USA) durante 60
minutos a 100V e 400 mA. Os produtos de amplificagao foram analisados no gel de
agarose 1% sob luz ultravioleta de 310 nm (Foto/Prepl Preparative DNA
Transilluminator - Fotodyne; Hartland, USA).

4.6.3.2.5 Purificagdo do produto obtido atraves da Nested-PCR

A fim de eliminar impurezas contidas no produto de amplificacdo obtido, e
evitar picos inespecificos durante a fase de sequenciamento, foi realizada a
purificacdo do produto de Nested-PCR para todas as amostras.

Foi utilizado o kit comercial QlAquick® PCR Purification Kit (Qiagen GmbH,
Hilden, Germany), que utiliza o método da absor¢do da amostra de DNA pela
membrana de silica na presencga de alta concentracdo de sais caotropicos e de pH
<7,5 favorecido pelos tampdes de ligagdo. Os contaminantes (iniciadores, sais,
enzimas, nucleotideos n&o incorporados, 6leos e detergentes) passam através da

coluna e séao eficientemente descartados durante as etapas de lavagem. O DNA
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puro é eluido com tampéao Tris ou agua, que provoca a redugéo do pH e reducéo da
concentracao de sais.

Foram adicionados 96uL de amostra a 480uL de tamp&o PBI (fornecido pelo
fabricante), e esta mistura transferida a coluna, que apods centrifugacédo rapida a
13000 rpm, permitiu a ligagdo do DNA a coluna de silica. Em seguida, realizou-se
lavagem com tampéao fornecido pelo fabricante, descartando os contaminantes
presentes. Finalmente, fez-se a eluicdo do DNA com 50uL de Tampé&o EB (10 mM
Tris Cl, pH 8,5) e centrifugada a 13000 rpm por 60 segundos. Ao término da

centrifugacao, o DNA purificado foi armazenado a -20°C.
4.6.3.2.6 Preparagéo para sequenciamento da regido pol
Os produtos de PCR foram sequenciados automaticamente (SANGER;

NICKLEN; COULSON, 1977), utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare) e os seguintes primers internos:

Primer Sequéncia nucleotidica Localizagdo HXB2*
DP10 5 TAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 3’ 2198-2223
DP11 5 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 3 2572-2598
DP16 5 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 3 2253-2274
DP17 5 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT 3 2529-2549
RT1 5 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA 3 2604-2632
RT9 5' GTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC 3 2469-2598
F2 5 GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3’ 3301-3321
F3 5 TATCAGGATGGAGTTCATAAC 3’ 3241-3261

* Localizag&o dos primers relativo & sequéncia referéncia do HIV-1 (HXB2 n° de acesso ao GeneBank K03455

Em placas de 96 pocgos (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) foram
adicionados 2l de produto de PCR purificado, 3ul de tampé&o de sequenciamento 5x
(Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), 4ul de cada um dos 8 primers
separadamente a 1,5 pmol/uL (Gibco) (DP10, DP11, DP16, DP17, RT9, RT1, F2 e
F3), 1 yl de DyeNamic ET Dye Terminator (GE Healthcare) e 5ul de agua ultra pura
(Gibco). A placa foi levada ao termociclador (GeneAmp PCR System 9700, Applied
Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), com o seguinte programa de ciclagem: 25
ciclos de 95°C 20 segundos, 50°C 15 segundos, 60°C 60 segundos.
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4.6.3.2.7 Precipitagdo da placa para sequenciamento

Este procedimento foi realizado sob proteg¢édo da luz com papel aluminio para
evitar a degradagao do BigDye, que é fotossensivel. O processo de precipitagéo
utilizou o Isopropanol 65% (Merck), seguido de incubagdo a temperatura ambiente
por 20 minutos e centrifugagdo por 45 minutos a 20°C. Ao final do processo,
descartou-se o sobrenadante e foi realizada a lavagem da placa com etanol 60%
(Merck) e centrifugagao por 10 minutos. Apds descarte do sobrenadante, e secagem

da placa em termociclador (95°C, 2 minutos) ou estufa 37°C por 15 minutos.
4.6.3.2.8 Desnaturagéo da placa para sequenciamento

Para a realizacdo da desnaturacéo das fitas de DNA, a placa seca adicionou-
se 10uL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA) por
poco e levou-se a mesma ao termociclador por 5 minutos a 95°C, e em seguida foi
colocada em gelo. A partir deste momento a placa pode ser levada ao sequenciador

automatico para leitura.

4.6.3.2.9 Sequenciamento automatico da regigo pol

A leitura dos eletroferogramas foi realizada em sequenciador automatico (ABI
PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) do Laboratério de Genética e
Genbmica de Plantas, Instituto de Ciéncias Biolégicas 1 (ICB-I/UFG) sob

responsabilidade do Professor Doutor Alexandre Siqueira Guedes Coelho.

4.6.3.2.10 Analise dos cromatogramas

Apds a obtengdo dos cromatogramas, as sequéncias foram submetidas ao
programa Phred (EWING et al., 1998) para serem avaliadas quanto a qualidade. As
sequéncias foram editadas manualmente por comparagdo de complementaridade
dos contigs e alinhadas com a sequéncia de referéncia HXB2 através do programa
Staden Package 1.6 para Windows (http://staden.sourceforge.net/). Este programa

consiste em uma série de ferramentas para preparagao das sequéncias (pregap4),
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montagem e edigao (gap4) e analise de sequéncias de DNA e proteinas (spin) e foi
obtido gratuitamente através do site http://staden.sourceforge.net/.

Todas as sequéncias geradas através da edigdo manual no programa Staden
Package foram submetidas a analises de controle de qualidade para garantir
auséncia de possiveis contaminagdes entre as amostras. Esta analise foi realizada
através do programa de Dbioinformatica HIV Quality Analysis Pipeline
(LEHVASLAIHO; HIDE; OLIVEIRA, 2009), que testa as sequéncias para possiveis
existéncias de contaminag¢des usando BLAST (comparagdo) com um banco de
dados publico no GenBank de aproximadamente 200.000 sequéncias de HIV
publicadas e um BLAST com o banco de dados interno do laboratério. Em adicéo, as
sequéncias também foram submetidas a inspecéo visual através do alinhamento
realizado pelo programa Bioedit para garantir auséncia de possiveis contaminagbes
entre as amostras (HALL, 1999).

A definigdo dos subtipos genéticos do HIV-1 dos isolados estudados foi
realizada empregando diversas ferramentas de subtipagem do HIV-1 como:
programa REGA HIV-1 versdao 2.0 (OLIVEIRA et al., 2005) através do site
http://www.bioafrica.net/subtypetool/html/, programa Jumping Profile Hidden Markov
Model (jpHMM-HIV) (ZHANG et al., 2006) através do site http:/jphmm.gobics.de/ e
por inferéncia filogenética.

A figura 4 mostra o fluxograma da etapa de caracterizagdo genotipica do

gene pol através da técnica de sequenciamento.
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Figura 4 - Fluxograma da caracterizagao genotipica da regiao pol
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4.7 Acompanhamento pés-teste

Apos a realizagdo dos testes laboratoriais, os participantes tiveram acesso
aos resultados. A divulgacéao foi realizada individualmente (diretamente ao paciente,
garantindo o sigilo das informagdes contidas no exame), em local reservado, por um
meédico integrante da equipe de pesquisadores do projeto, que fez as devidas
orientagdes ao paciente conforme o resultado do exame.

No caso dos pacientes que foram diagnosticados como HIV-1 positivos, os
mesmos foram encaminhados para um servigo especializado (CEDIP/Hospital-Dia

Nova Bahia) para avaliagéo clinica e laboratorial, e, se necessario, tratamento.

4.8 Aspectos éticos

Este trabalho faz parte de um estudo mais amplo intitulado “Estudo clinico,
epidemiolégico e molecular do HIV/AIDS em usuarios de drogas injetaveis e
presidiarios de Mato Grosso do Sul e caminhoneiros de Goias, Brasil Central”,
aprovado pelo Ministério da Saude/Unesco em janeiro de 2006, chamada n°
03/2005, processo licitatorio n°® 324/2005), cujo projeto foi submetido a analise do
Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade para o
Desenvolvimento do Estado e da Regidao do Pantanal (UNIDERP) através do
protocolo n° 059/05, aprovado em 17/11/2005.

O projeto também foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), protocolo n° 1143, sendo
aprovado em 04 de junho de 2008 (Anexo A).

Por se tratar de pesquisa envolvendo seres humanos, e em atendimento as
recomendagdes contidas na Resolugdo 196/96 (BRASIL, 2005), o presente estudo
contém o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice B).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas sociodemograficas e epidemiolégicas

Os dados sociodemograficos da populagdo encarcerada de Campo Grande-
MS incluidos neste estudo estdo descritos na Tabela 1.

A amostra foi composta por 229 individuos, sendo 166 homens (72,5%) e 63
mulheres (27,5%). A faixa etaria mais prevalente foi entre 21 e 30 anos (91/229,
39,7%), com maior concentragado da populagédo estudada na faixa etaria entre 21 e
40 anos, com 172 pessoas (75,1%). Individuos com idade superior a 60 anos
representaram 1,7% (4/229) e 2,6% (6/229) possuiam entre 18 e 20 anos.

A escolaridade desta populacédo apresentou-se baixa, com 70,7% das
pessoas possuindo apenas o ensino fundamental, e na maior parte, incompletos.
Alguns entrevistados sdo analfabetos (10/229), enquanto que 2,6% relataram ter
completado o ensino superior (6/229), e 20,5% completaram o ensino médio
(47/229).

A renda familiar apresentou-se diversificada, com 34,9% dos individuos com
renda menor que 2 salarios minimos (80/229), 47,6% com renda de 2 a 5 salarios
(109/229), 4,8% com rendimentos de 6 a 9 salarios (11/229) e 0,9% relatando renda
superior a 9 salarios minimos (2/229).

Quanto ao estado civil da populagéo carceraria, observamos que 51,5%
(118/229) dos individuos ndo tém parceiro fixo. Destes, 40,2% relataram ser
solteiros (92/229), 7,4% separados (17/229) e 3,9% viuvos (9/229). Entre os que
possuem parceiros fixos (110/229), 14,8% revelaram ser casados (34/229) e 33,2%
se dizem amasiados (76/229).

A maior parte dos presidiarios do municipio de Campo Grande-MS, 68,1%, é
natural da regido Centro-Oeste (156/229). Destes, 144 s&do do estado de Mato
Grosso de Sul. Em segundo lugar observamos individuos do Sudeste, com 20,1%
dos entrevistados (46/229), seguidos pela regiao Sul com 7% (16/229), Norte e
Nordeste juntos com 3,1% (7/229) e ainda 1,3% de estrangeiros (3/229),
procedentes do Paraguai, Uruguai e Peru.
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Tabela 1 - Distribuicio da populagdo prisional segundo caracteristicas
sociodemograficas, Campo Grande - 2009 (n=229)
Variaveis N°. %
Sexo
Masculino 166 72,5
Feminino 63 27,5
Idade
Sem informacéao 1 0,5
18 - 20 anos 6 2,6
21 - 30 anos 91 39,7
31-40 anos 81 35,4
41 - 50 anos 33 14,4
51 - 60 anos 13 5,7
Acima de 60 anos 4 1,7
Grau de Instrucao
Sem informacéao 4 1,8
Analfabeto 10 4.4
Ensino Fundamental 162 70,7
Ensino Médio 47 20,5
Ensino Superior 6 2,6
Renda familiar (Salarios Minimos)
Sem informacao 27 11,8
Menos que 2 80 34,9
2a5b 109 47,6
6a9 11 4,8
Acima de 9 2 0,9
Estado Civil
Sem informacéao 1 0,4
Solteiro 92 40,2
Amasiado 76 33,2
Casado 34 14,9
Separado 17 7,4
Viuvo 9 3,9
Naturalidade
Sem informacéao 1 0,4
Centro-Oeste 156 68,1
Sudeste 46 20,1
Sul 16 7,0
Norte/Nordeste 7 3,1
Estrangeiros 3 1,3
ms 144 62,9

™ Os individuos do MS est&o inseridos no total do Centro-Oeste.
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Os dados constantes na tabela 2 mostram a populacao carceraria estudada e
os principais fatores associados a ocorréncia do HIV-1.

Tabela 2 — Distribuigdo da populagéo carceraria segundo fatores associados a
ocorréncia do HIV-1, Campo Grande - 2009 (n=229)

Variaveis N°. %

N° de prisdes

1 101 44 1

2 56 24,5

3-5 60 26,2

6—-10 8 3,5

Acima de 10 4 1,7
Ja teve alguma DST

Sem informacéao 7 3,1

Nao 132 57,6

Sim 90 39,3
Tatuagem

Nao 100 43,7

Sim 129 56,3
Piercing

Sem informacéao 2 0,9

Néao 199 86,9

Sim 28 12,2
Transfusao de sangue

Sem informacéao 6 2,6

Nao 175 76,4

Sim 48 21,0
Relacdo homossexual

Sem informacéao 2 0,9

Néao 173 75,5

Sim 54 23,6
Preservativo

Sem informacéao 2 0,9

Sempre 48 21,0

Ocasionalmente 128 55,9

Nunca 51 22,2
Teve relagcédo sexual nos ultimos 6 meses

Sem informacéao 3 1,3

Nao 84 36,7

Sim 142 62,0
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A populacdo estudada foi investigada quanto ao numero de prisdes, e a
maioria, 44,1% (101/229) relatou ser o primeiro episodio. Ja 24,5% (56/229)
disseram estar presos pela segunda vez, enquanto que 26,2% (60/229) ja foi preso
entre 3 e 5 vezes. Poucos encarcerados relataram ter mais de 6 aprisionamentos
(3,5% - 8/229), e apenas 1,7% dos individuos (4/229) ja estiveram na prisdo mais de
10 vezes.

Foi avaliada também a ocorréncia de doencas sexualmente transmissiveis
(DST) entre a populagdo carceraria. A minoria, 39,3% (90/229), relatou ter tido
alguma DST durante a vida. Tatuagem foi reportado por 56,3% (129/229) dos
aprisionados. Ja a presengca de piercing ocorreu em 12,2% (28/229) dos
entrevistados. O procedimento de transfusdo de sangue foi relatado por 21% dos
participantes.

A pratica de relagdes sexuais com pessoas do mesmo sexo foi relatada por
6% (54/229) dos entrevistados, e 21% (48/229) dos entrevistados relataram o uso
frequente de preservativo, sendo que 55,9% dizem utiliza-lo ocasionalmente e
22,3% relataram nunca utilizar preservativo durante as relagdes sexuais. Verificou-
se que 62% (142/229) dos pacientes estudados tiveram relagbes sexuais nos
ultimos 6 meses.

A utilizacdo de drogas licitas e ilicitas foi questionada aos entrevistados, e
estdo descritas na tabela 3.

O tabagismo foi relatado por 56,3% (129/229) dos entrevistados, enquanto
que a ingestao de bebida alcodlica foi relatada por 50,7% (116/229). O uso de droga
ilicita no passado foi de 68,6% (157/229), uma porcentagem maior do que na
atualidade, onde apenas 25,8% (59/229) continuam utilizando-as dentro da prisédo.
Entre os que utilizam droga ilicita, 7,4% (17/229) sao usuarios de droga injetavel
(UDI).
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Tabela 3 — Distribuicdo da populagao carceraria segundo o uso de drogas licitas e
ilicitas, Campo Grande - 2009 (n=229)

Variaveis N°. %

Fuma

Nao 100 43,7

Sim 129 56,3
Bebe

Sem informacéao 1 0,4

Nao 112 48,9

Sim 116 50,7
Usou droga (passado)

Sem informacéao 2 0,9

Nao 70 30,6

Sim 157 68,5
Uso atual de droga

Sem informacao 28 12,2

Nao 142 62,0

Sim 59 25,8
Uso de droga injetavel

Sem informacéao 71 31,0

Nao 135 59,0

Sim 23 10,0

5.2 Prevaléncia do HIV-1

Entre os 229 individuos do estudo, inicialmente 21 tiveram resultado positivo
no teste de triagem para o HIV-1. Quando do retorno aos presidios para nova coleta
de sangue para a confirmagao dos resultados, foram encontrados apenas 13 destes
21 pacientes (61,9%), que confirmaram seus resultados positivos. Esses presos néo
encontrados provavelmente foram transferidos para outras unidades prisionais ou
foram soltos nesse intervalo de tempo. Obteve-se, portanto, uma prevaléncia de
57% (IC 95%: 2,7%-8,7%) de HIV-1 positivos nesta populagdo. As mulheres
apresentaram prevaléncia 6,4% (IC 95%: 4,4%-8,3%) e os homens de 5,4% (IC
95%: 2,0%-8,9%), portanto as prevaléncias foram semelhantes.
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Para avaliar estatisticamente os dados dos pacientes HIV positivos, foram
comparadas informag¢des sociodemograficas e fatores associados a ocorréncia do

HIV. As informacdes socioecondmicas estdo descritas na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo de presidiarios segundo informagdes socioeconOmicas e
diagnostico de HIV-1, Campo Grande - 2009 (n=229)

io Positivo Negativo Total o
Variaveis N°. % N°. % N°. % p RP (1C95%)
Sexo 117
Feminino 4 64 59 936 63 275 0756 (037-3.67)
Masculino 9 54 157 946 166 72,5 ’ ’
Estado civil
Sem informagao - - 1 100,0 1 0,5 @0 113 3,1
Solteiro/separado/Vitvo 10 85 108 915 118 515 ’ (0,88-11,00)
Casado ou amasiado 3 2,7 107 97,3 110 48,0
Idade
Sem informacéao - - 1 100,0 1 0,5 a1 04
18 — 30 anos a5 54 92 946 97 423 (3 0826 (0,29-3,76)
31-40 anos 4 49 77 951 81 354 ’ 30,43
41 - 50 anos 4 1,2 29 9838 33 144 (0,12-1,49)
Acima de 50 anos - - 17 100,0 17 7.4
Grau de instrugdo ab4.05
Sem informagao 1 250 3 750 4 1,7 0,99-16,62)
Analfabeto a2 20,0 8 800 10 44 ©0,1168
Ensino fundamental 6 49 154 951 162 707 a5 30
Ensino médio e superior 2 3,9 51 96,1 53 231 (0,84-33,37)
Renda familiar
Sem informacéao 3 115 23 885 26 114 0 052 3,59
Menos de 2 salarios minimos 7 8,8 73 91,2 80 349 ' (0,96-13,47)
2 ou mais salarios minimos 3 2,4 120 97,6 123 53,7

Nota: RP = Razao de Prevaléncia; se p < 0,05 diferenga estatisticamente significativa. Quando
Presente, a categoria “sem informagao” foi suprimida do calculo do teste.

" Teste exato de Fisher.

@ Teste Qui-quadrado.

® Teste Qui-Quadrado de tendéncia.

A renda familiar, apesar de ndo mostrar associagao estatistica, teve maior
concentracdo de casos HIV positivos entre os encarcerados com renda inferior a um
salario minimo. Nao houve associacdo entre a ocorréncia do HIV e as variaveis
estado civil, idade e grau de instrugao.

A analise dos fatores associados a infec¢ao pelo HIV-1 encontra-se na Tabela
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Tabela 5 — Distribuicdo de presidiarios segundo fatores associados a infecgéo e o
diagndstico de HIV, Campo Grande - 2009 (n=229)

Fatores NF:?s'tnzZ N"ffgat“.f/:’ No.TotaI% p RP (IC95%)
Transfusao de sangue
Sem informacéao - - 6 100,0 6 2,6 M 0 484 1,62
Sim 4 8,3 4 917 48 21,0 ’ (0,52-5,03)
Nao 9 51 166 949 175 76,4
Tatuagem 124
Sim 8 62 121 938 129 563 0919 0.42-3.68
Nao 5 5,0 95 950 100 43,7 ©, ,68)
Piercing
Sem informacéao - - 2 100,0 2 0,9 ™ 4 000 0,59
Sim 1 3,6 27 964 28 12,2 ’ (0,08-4,38)
Nao 12 6,0 187 940 199 86,9
Quantidade de prisdes albs 44
3 ou mais vezes 797 65 903 72 314 (5,0 (0,69-42,97)
2 vezes °1 1,8 55 982 56 245 ’ 21,96
1 vez 5 5,0 96 95,0 101 44 1 (0,65-5,94)
DST
Sem informagao - - 7 100,0 7 3,1 @ 002 8,07
Sim 11 122 79 878 90 39,3 ’ (1,83-35,53)
N&o 2 15 130 985 132 57,6

Nota: RP = Razao de Prevaléncia; se p < 0,05 diferenga estatisticamente significativa. Quando
ﬁresente, a categoria “sem informacgao” foi suprimida do calculo do teste.
)Teste exato de Fisher.
@ Teste Qui-quadrado.
® Teste Qui-Quadrado de tendéncia.

A variavel DST apresentou-se associada estatisticamente ao HIV-1, sendo
que a infecgao pelo mesmo foi oito vezes mais prevalente nos que tinham histoérico
deste tipo de doenga (p = 0,002, RP = 8,07 1C95%: 1,83-35,53).

A presenca de tatuagem, apesar de n&o ter apresentado significancia
estatistica, foi relatada por 8 dos 13 pacientes HIV-1 positivos. Ja a transfusao de
sangue e presencga de piercing ndo mostraram ser fatores associados a aquisi¢ao do
virus nesta populagao carceraria.

As variaveis relacionadas a vida sexual dos encarcerados nao apresentaram
significancia estatistica, porém merecem algumas considerag¢des. Entre os pacientes
HIV-1 positivos, 38,4% tiveram mais de dez parceiros sexuais ao longo da vida. Ter
um parceiro do mesmo sexo também ndo demonstrou ser um fator de
vulnerabilidade, pois a maioria dos pacientes HIV-1 positivos relatou ser

heterossexual (8/13).
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O uso consistente de preservativo foi relatado por apenas um paciente
soropositivo, indicando baixa adesao ao uso do mesmo e maior vulnerabilidade em
adquirir ou transmitir o virus do HIV-1, uma vez que a maioria deles (53,8%, 7/13)
confirmou ter se relacionado sexualmente nos ultimos seis meses.

O uso de drogas ilicitas e injetaveis representou fator associado a ocorréncia
do HIV-1 entre presidiarios de Campo Grande (Tabela 6).

A utilizacdo de droga ilicita no passado apresentou-se estatisticamente
significativa, mostrando que todos os presidiarios infectados pelo HIV-1 confessaram
ter sido usuarios de droga. A prevaléncia de positivos para HIV-1 foi quatro vezes
maior entre os usuarios de droga injetavel.

O tabagismo, apesar de ndo ser demonstrada a mesma relagao, foi relatado
por 11 dos 13 pacientes HIV-1 positivos. O consumo de bebida alcodlica e o uso
atual de droga ndo se constituiram como fator de vulnerabilidade para a aquisicéo
do HIV-1.

Tabela 6 — Distribuicdo de presidiarios segundo o uso de drogas licitas/ilicitas e o
diagnostico de HIV, Campo Grande - 2009 (n=229)

Positivo Negativo Total o
Drogas N°. % N°. % N°. % p RP (1C95%)
Tabagismo
Sim 11 85 118 915 129 563 ©0,067 © 97-18453206;
Nao 2 2,0 98 98,0 100 43,7 ' '
Bebida alcodlica
Sem informacéao - - 1 100,0 1 0,4 @0 948 0,83
Sim 6 5,2 110 94,8 116 50,7 ’ (0,29-2,39)
Nao 7 6,3 105 93,7 112 48,9
Droga no passado
Sim 13 83 144 917 157 686 0,011 -
Nao - - 70 100,0 70 30,6
Uso atual de droga
Sem informagéao 1 3,6 27 96,4 28 12,2 ) 340 1,72
Sim 5 8,5 54 91,5 59 25,8 ’ (0,57-5,20)
Nao 7 49 135 95,1 142 62,0
Droga injetavel
Sem informacéao - - 71 100,0 71 31,0 10 024 3,67
Sim 5 21,7 18 78,3 23 10,0 ’ (1,31-10,24)
Nao 8 5,9 127 94,1 135 59,0

Nota: RP = Razao de Prevaléncia; se p < 0,05 diferenga estatisticamente significativa. Quando
ﬁ)resente, a categoria “sem informacgao” foi suprimida do calculo do teste.

Teste exato de Fisher.
@ Teste Qui-quadrado.
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Os resultados da regressdo de Cox (Tabela 7) mostraram associagdes

estatisticamente significativas entre positividade para HIV e as variaveis: renda

familiar em salario minimo, histéria pregressa de DST e o uso de drogas injetaveis.

Tabela 7 — Analise multivariada para a prevaléncia de HIV positivos em presidiarios
de acordo com as variaveis incluidas no modelo, Campo Grande, MS -

2009.
Razao de
Variaveis p prevaléncia IC 95% (RP)
(RP)
Sexo 0,837 0,88 0,25 - 3,07
Idade 0,883 1,00 0,95 - 1,06
Estado civil 0,267 2,21 0,55- 8,93
Grau de instrucao 0,559 0,61 0,12 - 3,20
Renda familiar baixa (< 2 salarios minimos) 0,041 4,32 1,06 - 17,60
Historia pregressa de DST 0,032 5,35 1,16 - 24,72
Tabagismo 0,260 2,60 0,49 - 13,64
Droga no passado 0,977 2,50 0,00 - 5,55
Uso de drogas injetaveis 0,046 3,37 1,02 -11,08

Nota: Regressao de Cox — se p < 0,05 diferenga estatisticamente significativa.

5.3 Carga Viral e Contagem de Linfécitos TCD4+ e TCD8+

Os 30 pacientes selecionados para a realizagdo da subtipagem do HIV-1

realizaram o exame de Quantificacdo de Carga Viral e Contagem de Linfécitos

TCD4+ e TCD8+, e os resultados estao apresentados na Tabela 8.

A mediana de CD4+ foi de 246 células/mm3, com limite minimo de 128

células/mm?® e limite maximo de 1095 células/mm?®. J4 a mediana de Carga Viral foi

de 6046 cépias/mL, com limite minimo de < 50 cépias/mL (Carga Viral indetectavel)

e limite maximo de 243.422 cépias/mL. Em 23,3% dos pacientes avaliados (7/30), a

Carga Viral encontrada ficou abaixo do limite de detecg&o da técnica, 50 copias/mL.
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Tabela 8 — Resultados da Contagem de Linfécitos TCD4+ e TCD8+ e Carga Viral
dos pacientes HIV-1 positivos, Campo Grande - 2009 (n=30).

Paciente CD4 CDs8 CD4/CD8 Carga Viral Log
(cél/mm® (cél/mm?) (cépias/mL)

01 271 958 0,28 <50 <1,70
02 241 869 0,28 375 2,57
03 927 838 1,11 <50 <1,70
04 246 580 0,42 102414 5,01
05 227 1370 0,17 28319 4,45
06 409 900 0,45 22339 4,35
07 232 569 0,41 24208 4,38
08 664 1706 0,39 2194 3,34
09 - - - 136187 5,13
10 455 1761 0,26 8600 3,93
11 233 897 0,26 38957 4,59
12 206 976 0,21 243422 5,39
13 221 912 0,24 62122 4,79
14 315 648 0,49 2258 3,35
15 128 1022 0,13 41836 4,62
16 164 460 0,36 5868 3,77
17 196 1030 0,19 46219 4,66
18 1095 662 1,65 <50 <1,70
19 200 1130 0,18 71914 4,86
20 299 848 0,35 <50 <1,70
21 376 1364 0,28 2509 3,40
22 300 1432 0,21 <50 <1,70
23 269 983 0,27 2126 3,33
24 737 589 1,25 <50 <1,70
25 197 899 0,22 6224 3,79
26 251 262 0,96 <50 <1,70
27 348 453 0,77 2009 3,30
28 179 597 0,30 346 2,54
29 240 1410 0,17 7967 3,90
30 149 701 0,21 27491 4,44

5.4 Diversidade genotipica do HIV-1

5.4.1 Diversidade genotipica do HIV-1 na regido do gene gag

Amostras de DNA proviral extraidas de células mononucleares periféricas de
30 pacientes foram utilizadas para identificagdo do subtipo do HIV-1 na regido gag,
através do Ensaio da Mobilidade do Heteroduplex (HMA).

O produto de PCR na regido gag foi obtido em 70% das amostras (21/30). As

9 amostras ndo amplificadas com os iniciadores H1Gag1584/ g17 da segunda etapa
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da “Nested-PCR” foram submetidas a nova amplificagdo com iniciadores alternativos
HGHMAS822/ g17, porém em nenhuma delas obtivemos produto de amplificagéo.

Entre as amostras amplificadas (n=21), 19 (90,5%) foram subtipadas com
sucesso. Obtivemos, portanto, 63,3% das amostras subtipadas na regido gag com o
HMA (19/30). A Figura 5 mostra o fluxograma de identificacdo do subtipo HIV-1 na
regido gag e a eficiéncia de amplificagdo por Nested-PCR e por HMA gag.

A maioria das amostras subtipadas por HMA gag era do subtipo B (57,9% -
11/19). O subtipo C foi o segundo mais prevalente, observado em 31,6% das

amostras (6/19) e o subtipo F foi encontrado em 10,5% das amostras (2/19).

cDNA pacientes

HIV*/AIDS
n =30
Nested-PCR gag
Primers
H1G777/H1P202 e
H1Gag1584/g17
Amplificadas N3o
Amplificadas
n= 21 n= 9
Nested-PCR gag
Subtipadas N&o Subtipadas Primers alternativos
HGHMA822/g17
n=19 n=2
Nao
Amplificadas
n=9

Figura 5 - Fluxograma das etapas de Nested-PCR gag e HMA gag
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Paciente 1 ' Paciente 2

B1 B2 B3 C1 C2 D1 D2 F1 F2 H,0 |B1 B2 B3 C1 C2 D1 D2 F1 F2 H;0

Figura 6 - Gel de poliacrilamida HMA gag. Paciente 1: HIV-1 subtipo C; paciente 2:
HIV-1 subtipo B.

5.4.2 Diversidade genotipica do HIV-1 na regido do gene pol

Para identificar o subtipo do HIV-1 na regido do gene pol, foi realizado
sequenciamento automatizado, utilizando amostras de RNA extraidas do plasma dos
30 pacientes HIV-1 positivos. As regides alvo eleitas deste gene para analise da
diversidade genética foram o gene da protease e 2/3 do gene da transcriptase
reversa.

Foram amplificadas com sucesso 22 amostras (73,3%). O subtipo mais
prevalente na regido do gene pol foi o B, com 59,1% das amostras (13/22). O
genotipo hibrido FB foi observado em 22,7% dos pacientes (5/22), seguido do
subtipo C, com 18,2% (4/22) das amostras.

A Figura 7 mostra o fluxograma de identificacdo do subtipo HIV-1 na regido
pol e a eficiéncia de amplificagdo por Nested-PCR e do sequenciamento

automatizado.



RNA pacientes
HIV*/AIDS
n =30

RT-PCR pol
Primers
randdbmicos

Nested-PCR pol
Primers K1/K2 e
DP10/F2

Gel de Agarose

1%
Amplificadas e Nao
purificadas Amplificadas
n=22 n=38

Sequenciamento
Primers
DP10, DP16, DP17,
DP11, RT1, RT9, F3, F2

Sequenciadas e
subtipadas
n=22

Figura 7 - Fluxograma das etapas de sequenciamento da regiao pol/
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5.4.3 Diversidade genotipica do HIV-1 nos genes gag e pol

Na Tabela 9 sao apresentados os resultados dos subtipos do HIV-1
identificados por HMA gag e sequenciamento automatico pol, analisando
simultaneamente as duas regiées genémicas.

Uma porcentagem de 53,3% de amostras foram subtipadas em ambas as
regides (16/30), sendo que destas, 68,8% sédo gendtipos puros (11/16) e 31,2% se
apresentaram como gendétipos hibridos (5/16).

Analisando-se simultaneamente as regides gag e pol do HIV-1, observou-se o
predominio do subtipo B%9*° em 43,8% dos pacientes (7/16). Ja o subtipo C%¢?° foji
identificado em 25% das amostras (4/16). Os demais pacientes estudados
apresentaram padrao genotipico hibrido, com subtipos discordantes em gag e pol.
Isolados com subtipos discordantes BF foram encontrados em 25% dos pacientes
(4/16) e o subtipo C%*°FBP foi observado em 6,2% das amostras (1/16).

Tabela 9 - Diversidade do HIV-1 nas regides gag e pol do genoma viral entre os
pacientes encarcerados, Campo Grande - 2008 (n=16)

Subtipo gag/pol N°. %
B 7 43,8
C 4 25,0
BF 4 25,0
C%9FBP 1 6,2

Outros pacientes (9/30) foram caracterizados em apenas uma das regides
estudadas: em trés deles foi identificado apenas o subtipo da regido gag, sendo
duas amostras caracterizadas como B (6,7%) e uma amostra identificada como
C%9 (3,3%). Inversamente, seis amostras foram subtipadas somente na regido pol: o
isolado BP foi identificado em 16,7% das amostras (5/30) e FB* foi observado em
3,3% das amostras (1/30). Verificou-se ainda que 16,7% (5/30) do total de amostras

nao foram amplificadas em nenhuma das duas regides do gene.
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5.4.4 Caracteristicas sociodemograficas e fatores associados ao risco, segundo o
subtipo gag/pol

A amostra foi composta por 76,7% de homens (23/30) e 23,3% de mulheres
(7/30). Todos os pacientes caracterizados como subtipo B%9*° eram homens. Ja
entre as mulheres, duas foram caracterizadas como subtipo C%9"° em ambas as
regides do gene e uma com o subtipo C apenas na regido gag. Assim como foi
observado entre os encarcerados como um todo, a maior parte destes entrevistados
afirmou que nao possui parceiro fixo (73,4% - 22/30). Destacam-se neste grupo os
individuos caracterizados com o subtipo C%¥° onde 3/4 destes possuem esta
caracteristica, assim como a maioria dos pacientes com subtipos discordantes
(83,3% - 5/6).

Fazendo uma analise da idade dos participantes, observou-se que a
distribuicdo dos subtipos foi equivalente, com excec¢do do subtipo C#9*° que se
restringiu na faixa etaria mais jovem, até os 40 anos.

Entre os quatro individuos caracterizados como subtipo C%¥*° um relatou ser
natural de Porto Alegre-RS, regido onde se concentra a maior prevaléncia de subtipo
C do Brasil. Quanto ao sexo, duas eram mulheres; uma delas teve apenas um
parceiro durante a vida, mesmo relatando ser solteira atualmente. A outra teve
multiplos parceiros sexuais.

Semelhante a populagao carceraria estudada, 66,7% destes 30 individuos ja
teve alguma DST durante a vida. Entre estes, todos os pacientes caracterizados
como subtipo C%9?°' declaram ter histérico de DST, assim como os pacientes em
que a regiao da polimerase era subtipo FB. Entre os caracterizados como subtipo
B2l 57 1% declararam ja ter alguma doenca sexualmente transmissivel.

A opcéo sexual dos pacientes constituiu-se em variavel estudada, e 16,7%
assumiram tém relagdes homossexuais. No entanto, nenhuma relacdo pode ser
estabelecida entre subtipos do HIV-1 e opgao sexual.

O tabagismo foi relatado por 76,7% dos participantes. Todos os pacientes do
subtipo C%9"° fymam, assim como 85,7% dos B%%" Quanto ao uso de droga
ilicita, 90% (27/30) ja utilizaram droga no passado, enfatizando que em todos os
subtipos caracterizados haviam individuos que ja utilizaram algum tipo de droga,
com destaque para 100% do subtipo C%9"° ¢ B%9*° Nove presos declararam ser

UDI (30%), e entre estes, observamos maior percentual de pacientes do subtipo
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c99® ytilizando este tipo de droga (2/4 - 50%) comparado aos pacientes com
subtipo B9 (1/7 - 14,3%).
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6 DISCUSSAO

Este trabalho analisou as caracteristicas socioeconémicas, epidemiolégicas e
fatores associados ao risco de infecgado pelo HIV-1, e caracterizou os subtipos
circulantes do HIV-1 em populagao carceraria de Campo Grande-MS.

Estes resultados, quando comparados a outros estudos realizados em
populagdo prisional, apontam caracteristicas semelhantes entre a populagao
carceraria estudada e de outros estados brasileiros, assim como de outros paises.

A populagédo carceraria em estudo foi constituida essencialmente de jovens. A
faixa etaria da populagdo estudada concentrou-se, na sua maioria, entre 21 e 40
anos (75,1%), assemelhando-se a estudos internacionais realizados na Italia por
Babudieri et al. (2005), por Ford et al. (1995) e Poulin et al. (2007) no Canada, bem
como nos estudos brasileiros de Massad et al. (1999), Miranda et al. (2000) e
Strazza et al. (2007) nos estados de Sao Paulo e Espirito Santo.

As baixas condigbes socioecondmicas, no que se refere a escolaridade e
renda, sdo caracteristicas da populagédo carceraria, como bem afirmam Adjei et al.
(2008), Coelho et al. (2007), Lopes et al. (2001), Poulin et al. (2007) e Singh (2007b).
Este grupo ja adentra o ambiente prisional em condi¢cdes de saude desfavoraveis, o
que, segundo WHO (2005), se agrava quando se consideram os varios empecilhos
para a saude originados pela reclusao, incluindo o fato de serem as prisdes espagos
de alto risco para aquisigdo do HIV-1, além de outros agravos. No presente estudo,
essas informacgdes se confirmam, considerando que 75,1% das pessoas possuem
menos de oito anos de estudo, e a renda familiar (em salarios minimos) de 34,9%
dos individuos é menor que um salario minimo, e a maioria, 47,6%, entre 2 e 5
salarios.

Assim como no estudo de Miranda et al. (2000), quando se considera o
estado civil da populagado carceraria de Campo Grande-MS, a maior parte destes
nao tém parceiro fixo, sendo solteiros, separados ou viuvos.

Observou-se neste trabalho que a maior parte dos presidiarios € proveniente
do proéprio estado de Mato Grosso do Sul. Também se pode observar nesse grupo a
presenca de 1,3% de estrangeiros presos em nossas cadeias, procedentes do
Paraguai, Uruguai e Peru. Por ser um estado de fronteira com outros paises, ter um

fluxo constante de imigrantes provenientes dos mesmos, além de ser considerado
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como rota de trafico de drogas entre estes paises, é esperado que existam pessoas
de outra nacionalidade encarceradas nesta capital.

Esta populagcdo também foi investigada quanto ao numero de prisdes, e
chamou atencgao o fato de 44,1% (101/229) ter relatado ser seu primeiro episddio de
encarceramento, o que é similar ao apresentado por Miranda et al. (2000) e Strazza
et al. (2004), em estudos realizados com grupos prisionais femininos. A dimens&o da
problematica se amplia quando se verifica que 55,9% dos encarcerados tém mais de
um evento prisional.

Quanto aos fatores associados ao risco de ter infecgdo pelo HIV-1, a
ocorréncia de DST foi relatada por menos da metade dos entrevistados (39,3%),
confirmando o que Coelho et al. (2007) e Lopes et al. (2001) encontraram em seus
estudos. Ter tatuagem prevaleceu entre os encarcerados, resultado similar ao
descrito por Miranda et al. (2000) e Poulin et al. (2007).

Adjei et al. (2008), Burattini et al. (2000), Dolan et al. (2007), Singh (2007b) e
Strazza et al. (2007) apontam o comportamento sexual de risco como um dos
principais fatores associados a infecgao pelo HIV-1. Quando investigamos a vida
sexual dos encarcerados participantes do estudo, verificamos que 23,6% tém
relagcbes com pessoas do mesmo sexo; este perfil ja havia sido relatado por Hellard
e Aitken (2004) e Strazza et al. (2004). Por outro lado, apenas 21% (48/229) dos
entrevistados relataram o uso frequente de preservativo e 22,3% nunca o utilizam.

O historico de uso de drogas € primordial quando se investiga a possibilidade
de ocorréncia de doengas sexualmente transmissiveis, como a infecgédo pelo HIV-1.
Uso de drogas consideradas licitas, como o cigarro e a bebida alcodlica, foi relatado
por 56,3% e 50,7% dos entrevistados, respectivamente. Estes valores sao inferiores
aos encontrados em dois estabelecimentos penais estudados por Catalan-Soares,
Almeida e Carneiro-Proietti (2000) e Lopes et al. (2001). Ja o uso de droga ilicita
dentro do presidio é uma realidade para 25,8% dos encarcerados. Entre estes, 10%
sdo usuarios de droga injetavel. A maior parte dos estudos internacionais, como os
de Calzavara et al. (2007), Dolan et al. (2007), Ford e Wobeser (2000), Macalino et
al. (2004) e Passadouro (2004), mostram a transmissdo parenteral através das
drogas injetaveis como o principal fator de risco para a infecgdo pelo HIV-1 dentro
das prisbes. Trabalhos brasileiros como os de Coelho et al. (2007) e Miranda et al.

(2000) também identificaram este fator de risco.
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Foi encontrada nesse estudo uma prevaléncia geral de 5,7% de pacientes
HIV-1 positivos, sendo 6,4% para a populacdo feminina e 5,4% na masculina.
Estudos brasileiros realizados por Burattini et al. (2000), Catalan-Soares, Alimeida e
Carneiro-Proietti (2000), Kallas et al. (1998), Osti, Castro e Ricci (1999), Coelho et al.
(2007) e Massad et al. (1999) apontam prevaléncias variando entre 3,2% e 16%.
Trabalhos que avaliaram apenas a populagéo carceraria feminina, realizados por De
Groot (1999) nos Estados Unidos, Ford et al. (1995), Poulin et al. (2007) e Calzavara
et al. (2007) no Canada e por Adjei et al. (2008) em Gana apontaram valores
compreendidos entre 1,8% e 20%. Ja no Brasil, Lopes et al. (2001), Miranda et al.
(2000) e Strazza et al. (2003), que consideraram mulheres encarceradas, mostraram
uma prevaléncia média de 12,7%, superior a encontrada neste estudo. A prevaléncia
encontrada de 5,7% da infeccado pelo HIV-1 foi igual & obtida por Coelho et al.
(2007), na cidade de Ribeirdo Preto-SP.

Andrade, Pompilio e Vinha (2004), em um estudo prévio que buscou avaliar o
nivel de conhecimento e a prevaléncia de DST/HIV e Aids nesse mesmo contexto,
encontrou prevaléncia de 3,4% para HIV. Apesar de este trabalho apresentar uma
prevaléncia aparentemente inferior a do presente estudo (5,7%), ndo ha diferenga
estatistica significativa entre estes dois percentuais, uma vez observado seu
intervalo de confianga (IC 95%: 2,7%-8,7%).

Lopes et al. (2001) destacam que a rapida disseminagcdo de DST se da em
grupos de menor poder aquisitivo e este fato € mais bem caracterizado quando se
considera a populacédo confinada. Esta condigdo se confirma no presente estudo
visto que 53,8% dos portadores do HIV-1 tém ganhos de até um salario minimo, e
através da analise multivariada verificou-se a associagao estatistica entre a renda
familiar baixa (inferior a 2 salarios minimos) e a soropositividade para o HIV-1 (p =
0,041). Adjei et al. (2008) e Singh (2007b) também descreveram em seus estudos a
associagao entre o baixo nivel socioeconémico e a infec¢ao pelo HIV.

Outra variavel que apresentou associagao estatistica com a infecgao pelo
HIV-1 foi o histérico de DST (p = 0,032), com 84,6% de frequéncia entre os
portadores do virus. Lopes et al. (2001), Miranda et al. (2000), Strazza et al. (2003) e
Strazza et al. (2004) avaliaram a prevaléncia de DST entre detentas do sexo
feminino, sendo que o maior valor encontrado foi de 70%, no estudo de Miranda et
al. (2000).



71

Apesar de nédo ter apresentado significancia estatistica, a presengca de
tatuagem foi relatada por 8 dos 13 pacientes HIV-1 positivos. Os estudos de Poulin
et al. (2007) e Wilson et al. (2007) apontam a associagao entre tatuagem e HIV, mas
neste estudo nao foi observado o mesmo resultado. O mesmo pode-se afirmar
quanto a transfusdo de sangue, contraditoriamente ao estudo de Miranda et al.
(2000), onde o procedimento foi considerado fator de risco.

A importadncia do comportamento sexual no contexto da Aids assume
dimenséao primordial, considerando a importancia do sexo desprotegido e o risco de
aquisicao do HIV e de doencas sexualmente transmissiveis. Estudo realizado por
Strazza et al. (2007), aponta que caracteristicas do comportamento sexual
apresentam-se associados ao risco de infeccdo pelo HIV, notadamente relagdes
sexuais sem o uso do preservativo. Observou-se nesse trabalho que 23,6% dos
entrevistados relataram ter relagcdo sexual com parceiro do mesmo sexo, € entre os
HIV-1 positivos, 30,8% tem relagdes homossexuais. Estes numeros ultrapassam, e
muito, os encontrados em pesquisas realizadas por Hellard e Aitken (2004) na
Australia — 4%, Babudieri et al. (2005) na Italia — 0,6%, Calzavara et al. (2007) no
Canada - 2,%, e no Brasil, 3,4% relatado por Massad et al. (1999) e 11% por
Catalan-Soares, Almeida e Carneiro-Proietti (2000).

A utilizagdo de preservativo pelos encarcerados estudados mostrou-se falha,
onde 92,3% relatam uso ocasional ou n&o usam preservativo, aumentando a
vulnerabilidade em transmitir o virus do HIV-1. Adjei et al. (2008), Singh (2007b) e
Passadouro (2004) afirmam que praticas sexuais desprotegidas sdo associadas ao
risco de infecgao pelo HIV.

E fato bem conhecido que o uso de drogas ilicitas dentro das prisdes
proporciona um aumento na vulnerabilidade ao HIV-1, ocasionada principalmente
pelas praticas de injecdo ndo seguras, com o compartiihamento de seringas e
agulhas, segundo WHO (2005), Okie (2007), Jurgens (2004), Wood, Montaner e
Kerr (2005). A totalidade (100%) dos detentos HIV-1 positivos identificados neste
estudo fizeram uso de drogas ilicitas no passado. Coelho et al. (2007), no Brasil,
relataram o mesmo fato.

O tabagismo, considerado um “facilitador” para o consumo de drogas ilicitas,
mostrou estar relacionado com o HIV-1, onde 84,6% pacientes HIV-1 positivos
relatam consumo de cigarro. Dois trabalhos, de Catalan-Soares, Aimeida e Carneiro-

Proietti (2000) e Lopes et al. (2001), observaram o alto consumo de cigarros pela
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populacdo prisional estudada (75% e 86%, respectivamente), porém nenhum dos
estudos relacionou este habito com a infeccéo pelo HIV. O uso de alcool foi referido
por 46,2% dos detentos soropositivos e por cerca de metade dos soronegativos. Os
percentuais encontrados por Lopes et al. (2001), Miranda et al. (2000) e Strazza et
al. (2007) referentes ao uso de alcool se assemelham aos encontrados nos sujeitos
desta pesquisa. Além disso, o trabalho de Strazza et al. (2007) aponta que o uso de
alcool melhora o desejo e o prazer sexual, configurando-se como um elemento
estimulador de comportamentos tipicos de risco, visto que as relagdes sexuais
desprotegidas, prevalentes na populagdo estudada estdo, indiscutivelmente,
associadas ao risco de infecgao pelo HIV-1.

A andlise multivariada mostrou que o uso de drogas injetaveis foi
estatisticamente relacionado ao HIV-1 (p = 0,046), sendo relatado por 38,5% dos
portadores de HIV-1. Esta porcentagem foi superior a observada por Massad et al.
(1999), Miranda et al. (2000), Strazza et al. (2004) e Strazza et al. (2007) no Brasil e
por Poulin et al. (2007) no Canada.

Strazza et al. (2004) discutem que a diferenga entre géneros pode refletir
diferentes habitos sociais e comportamentos de risco, o que parece desempenhar
um importante papel na transmissdo do HIV-1. Porém, no presente estudo, n&o foi
observada diferenga estatisticamente significativa entre os sexos masculino e
feminino.

Ao estudar parte da situagdo de saude da populagao carceraria, pudemos
compreender um pouco da vida e do comportamento destas pessoas, que, além de
expostas ao risco de terem Aids, o “lado negro” da vida, ainda se encontram
confinadas, compondo o “lado negro” da civilizagdo, como afirmam Sontag (1995) e
De Groot (1999). A vulnerabilidade, assim, se da em dupla dimensao: social e da

saude.

6.1 Diversidade genotipica do HIV-1

O Brasil, por ser um pais de dimensao continental, apresenta diferentes
padrées genotipicos do HIV-1 distribuidos entre suas regides. No entanto, a maior
parte destes estudos foi realizada nas regidées Sul e Sudeste, com poucos dados
publicados da regido Centro-Oeste. A maioria dos trabalhos publicados sao
provenientes de Goias (LINS, 2005; PEREIRA et al., 2004; PEREIRA et al., 2006;
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STEFANI et al., 2000; STEFANI et al., 2007) e do Distrito Federal (CERQUEIRA et
al., 2004a; CERQUEIRA et al., 2004b; VERAS, 2006; VERAS et al., 2007). Dois
estudos brasileiros de Brindeiro et al. (2003) e Stefani et al. (2007) relataram a
diversidade genética do HIV-1 no estado de Mato Grosso do Sul, relacionados a
populacdo geral. Esta € primeira caracterizagdo dos subtipos do HIV-1 em uma
populagao prisional brasileira. Apenas um estudo realizado na lItalia (LONGO et al.,
2008) caracterizou a diversidade genética do HIV-1 em prisioneiros.

Os resultados da diversidade genética do HIV-1 para as regides gag e pol na
populagdo carceraria de Campo Grande-MS indicaram a prevaléncia do HIV-1
subtipo B (43,8%). Esses dados sdao semelhantes aos estudos realizados na regido
Centro-Oeste por Cerqueira et al. (2004a), Cerqueira et al. (2004b), Lins (2005),
Pereira et al. (2004), Pereira et al. (2006), Stefani et al. (2000), Stefani et al. ( 2007),
Veras (2006) e Veras et al. (2007), que indicam uma maior prevaléncia deste
subtipo. Este achado também é similar com outros estudos brasileiros que apontam
o subtipo B como o mais prevalente em nosso pais, como relatado por Bongertz et
al. (2000), Cabral et al. (2006), Eyer-Silva, Couto-Fernandez e Morgado (2007),
Gadelha et al. (2003), Monteiro et al. (2009), Souza et al. (2008) e Vicente et al.
(2000).

O resultado também esta de acordo com os relatos de estudos realizados em
paises da América do Sul como o Paraguai, Equador, Peru, Bolivia, Uruguai,
Argentina, Venezuela e Chile, onde a prevaléncia do subtipo B foi descrita por
Cabello et al. (1995), Velarde-Dunois et al. (2000), Hierholzer et al. (2002), Castro et
al. (2003) e Rios et al. (2005). Segundo Hemelaar et al. (2006), a América Latina
concentra a maior propor¢édo de HIV-1 subtipo B no mundo, com 31,2% dos
infectados.

O percentual de isolados de subtipos ndo-B, como o subtipo C, foi prevalente
em 25% dos encarcerados. Este achado é peculiar, uma vez que o subtipo C, exceto
no Rio Grande do Sul, € pouco encontrado na maioria das regides do Brasil,
aparecendo depois do subtipo F e dos recombinantes BF. Esta prevaléncia é
superior ao encontrado por Bongertz et al. (2000), Cabral et al. (2006), Couto-
Fernandez et al. (2005) e Souza et al. (2008), onde a prevaléncia do subtipo C
variou entre 0,4% a 6,2%.

No presente trabalho o subtipo C foi 0 segundo mais prevalente, juntamente

com os subtipos recombinantes BF, ambos com 25%. De maneira semelhante,
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Martinez et al. (2002) descreveram em 2002 pela primeira vez o aumento da
prevaléncia do subtipo C no estado do Rio Grande do Sul, onde o0 mesmo apareceu
em maior quantidade que o subtipo F, que era o segundo mais prevalente em todo
pais. Soares et al. (2003a) e Soares et al. (2003b) confirmaram este achado no ano
seguinte, e apds dois anos, Soares et al. (2005) apontaram uma inversao da
prevaléncia, mostrando o subtipo C ja em primeiro lugar nessa regido. Stefani et al.
(2007), ao descreverem a diversidade genética do HIV-1 em Mato Grosso do Sul,
relataram nao ter encontrado o subtipo C neste estado, apenas um recombinante
B°"/C99. Os atuais resultados mostram uma realidade diferente, e indicam que este
subtipo esta se disseminando em Mato Grosso do Sul, na possibilidade de se tornar
0 mais prevalente como ocorreu na regiao Sul.

Nao foi encontrado nessa populagdo o subtipo F “puro”; obteve-se apenas
padrées genotipicos hibridos, como B%9/FBP, F929/BP° F99/FBP° e C9%9/FBP°. Estes
achados estdo de acordo com os ultimos trabalhos publicados sobre a diversidade
genética do HIV-1, mostrando que a recombinagao entre os subtipos vem ocorrendo
com maior frequéncia, como descrito por Eyer-Silva, Couto-Fernandez e Morgado
(2007), Monteiro et al. (2009), Souza et al. (2008) e Veras et al. (2007). Os
recombinantes entre os subtipos B e F ja representam a forma mais prevalente no
Uruguai e Argentina desde 2002, segundo Hierholzer et al. (2002). Como ja havia
sido descrito por Stefani et al. (2007), confirmou-se uma alta porcentagem de
gendtipos recombinantes BF circulando entre pacientes do Mato Grosso do Sul.

A ocorréncia de genoétipos recombinantes em nossa regido nos permite
discutir sobre o conceito de Formas Recombinantes Circulantes. O primeiro CRF
descrito na América do Sul foi o CRF12_BF, por Carr et al. (2001) e Thomson et al.
(2002) na Argentina. Ja no Brasil, foram descritos cinco padrdes de Formas
Recombinantes Circulantes, quatro delas envolvendo os subtipos B e F: CRF28_BF
e CRF29_BF por Sa Filho et al. (2006) e os CRF39_BF e CRF40_BF por Guimaraes
et al. (2008). Para avaliar se algum desses pacientes com genomas HIV-1
recombinantes BF pertencem a algum CRF ja descrito, sera necessaria a realizagao
do sequenciamento gendmico completo destes isolados.

Na busca de relagdes entre os fatores associados ao risco do HIV-1 com os
subtipos encontrados, podem-se identificar algumas diferengas entre os individuos
subtipo B, C e os recombinantes BF. Todos os participantes caracterizados como

B99/BP no estudo eram homens, e trés das sete mulheres foram identificadas como
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subtipo C. Estes achados se assemelham aos de Soares et al. (2005), que em seu
estudo, encontrou maior prevaléncia do subtipo C em mulheres e em pessoas mais
jovens no Rio Grande do Sul. Ja Vicente et al. (2000) associaram o sexo masculino
com subtipos recombinantes BF no Amazonas, como também observado no
presente trabalho. Nove presos declararam ser UDI, e entre estes, observamos
maior percentual de pacientes do subtipo C%9*° utilizando este tipo de droga (2/4 -
50%) comparado aos pacientes com subtipo B%9" (1/7 - 14,3%), semelhantemente
ao que afirmou Martinez et al. (2002) em seu trabalho. Porém, outros autores
descreveram padrdes genotipicos diferentes entre os UDI, como Espinosa et al.
(2004) e Teixeira et al. (2004), na Argentina e no Rio de Janeiro, respectivamente,
que associaram o subtipo BF com UDI, além de Couto-Fernandez et al. (1999) na
Bahia, que encontraram maior prevaléncia do subtipo F entre os UDI. Isso mostra
que em cada regido do pais ha prevaléncia de diferentes subtipos em diferentes
grupos que possuem comportamento de risco para o HIV-1, mostrando a
complexidade da diversidade genética do HIV-1.

A multipla parceria € um dos principais fatores associados ao risco de adquirir
HIV-1. Wang et al. (2008) associaram URF (Forma Recombinante Unica) com
multiplas parcerias sexuais. Nao foi possivel estabelecer essa associagado entre os
encarcerados, devido a uma grande propor¢ao de individuos que néo responderam
sobre este quesito (18/30).

As impossibilidade de subtipar isolados por HMA foi superior ao relatado em
literatura. Realizando apenas a técnica de HMA, Gadelha et al. (2003) ndo puderam
subtipar 8% das amostras na regidao gag, enquanto Martinez et al. (2002) né&o
puderam subtipar 35,5% dos isolados. Geralmente, os fatores que influenciam na
eficiéncia da técnica de HMA dependem da amplificagdo do material genémico.
Carga viral reduzida da amostra, baixo percentual de linfocitos T CD4+, mutagdes na
regiao do genoma estudado, degradacdo do RNA viral, subtipo viral muito
divergente, além da presenca de fatores de inibicdo da amplificagdo, como descreve
Silveira (2007). A técnica de sequenciamento automatico possibilitou subtipar um
numero maior de isolados, além de ser o método de escolha para caracterizacao
molecular do HIV-1 (STEFANI et al., 2007).

O Ensaio da Mobilidade de Heteroduplex, foi implementado pela UNAIDS em
paises em desenvolvimento por apresentar menor custo quando comparado ao

sequenciamento, além de ser confiavel para o monitoramento do HIV-1. Bongertz et
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al. (2000) demonstraram em seu estudo que o HMA apresenta resultados 100%
concordantes ao sequenciamento, confirmando a confiabilidade do HMA molecular
para estudos epidemioldgicos, assim como Osmanov et al. (2002), que afirmaram
ser um método bom e barato. HMA e sequenciamento tem alta concordancia dos
resultados, como demonstrou Heyndrickx et al. (2002). Ja Teixeira et al. (2004)
mostraram a importancia em se analisar mais de uma regido gendmica para a
melhor compreensédo da diversidade genética do HIV-1, o que nos fez optar por
analisar duas regides genémicas simultaneamente, gag e pol. Rios et al. (2005) e
Monteiro et al. (2009), porém, relataram que o HMA n&o é um método sensivel para
detectar recombinantes, podendo ser inadequado em regides onde subtipos
diferentes co-circulam.

Portanto, os resultados obtidos a partir de duas técnicas em conjunto, HMA e
sequenciamento automatizado, contribuem para uma melhor compreensdo da

diversidade genética do HIV-1 na populagao prisional de Campo Grande-MS.
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7 CONCLUSOES

A populagao prisional de Campo Grande-MS caracterizou-se por ser jovem e
ter baixa escolaridade e renda, sendo que a maioria nao possui parceiro fixo. Ter
tatuagem, fazer uso de cigarro e bebida alcodlica, e ter utilizado drogas no passado
sao caracteristicas comuns nesta populagdo. Entre os entrevistados, 1/4 relataram
utilizar drogas dentro do contexto prisional, e destes, 10% sao usuarios de drogas
injetaveis.

A prevaléncia do HIV-1 na populagédo encarcerada foi de 5,7%, porcentagem
semelhante a encontrada em estudo anterior realizado na mesma populagio.

Os fatores que mostraram associacédo estatisticamente significativa para a
positividade pelo HIV-1 foram: ter histérico de DST durante a vida, baixa renda
familiar e uso de droga injetavel.

A diversidade genotipica do HIV-1 nas regides genbmicas gag e pol foi
analisada pelas técnicas de HMA e sequenciamento automatizado, respectivamente,
e 53,3% das amostras foram subtipadas em ambas as regides. O subtipo B foi
identificado como o mais prevalente (43,8%), e os subtipos C e os recombinantes BF
(B¥9YFBP, F99/BP e F9FBP) apareceram em segundo lugar como os mais
frequentes entre os encarcerados (25% cada). Além disso, um isolado discordante
CY%9/FBP foi identificado (6,2%). Estes resultados confirmam a disseminagdo do
subtipo C em algumas regides brasileiras e a forte tendéncia de recombinacgao deste
virus entre cepas que co-circulam numa mesma regiao.

Demonstrou-se com este estudo a vulnerabilidade da populagao carceraria de
Campo Grande-MS a infecgao pelo HIV-1, além da alta complexidade genotipica do
virus HIV-1 circulante nesta populacdo. Estes dados contribuem para uma melhor
compreensao da epidemiologia molecular do HIV-1 no Mato Grosso do Sul. Espera-
se que estes resultados possam se reverter em intervengdes especificas para a

melhoria da saude desta populacéao.
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APENDICE A — MODELO DE ENTREVISTA

| DADOS SOCIODEMOGRAFICOS

l-Data:  / / N°

2 — Naturalidade

3 - Data de nascimento  / /

4 - Estado civil: (1) Solt. (2) Casado (3) amasiado (4) viuvo (5) separado
5 —Sexo (1) Feminino (2) Masculino

6 — Raga: (1) Branco (2) Negro (3) Mulato (4) Amarelo

7 — Grau de instrucao: (1) 1° grau (2) 2° grau (3) 3° grau (4) nenhum

8 — Renda familiar: (1)< 1sm (2)2 a5 sm(3) 6 a9 sm (4)> 10 sm

Il FATORES DE RISCO
1 — Algum caso de hepatite na familia: (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Em caso afirmativo, qual o grau de parentesco:
(1) pai (2) mae (3) conjuge (4) irmao (5) outro
2 — Ja recebeu transfusdo de sangue? (1) Nao (2) Sim (0) s/inf.
Em caso afirmativo, nimero de vezes:
3 — Quando foi a primeira transfusao? (1) 1994 ou apods (2) antes de 1994
4 — J4 fez alguma cirurgia? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
5 — Vocé tem tatuagem? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
6 — Vocé tem piercing? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
7 — J& compartilhou objetos cortantes de higiene? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
8 — Vocé ja fez acupuntura? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
9 — Vocé ja fez tratamento dentario? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
10 — Tem atividade sexual, atualmente? (1) Nao (2) Sim
11 — Teve atividade sexual nos tltimos 6 meses? (1) Nao (2) Sim
Numero de parceiros
12 — Ja teve relagao sexual com parceiro do mesmo sexo? (1) Nao (2) Sim
Se sim () ultimos 6 meses () ha mais de seis meses
13 — Tipo de relagdo sexual ja praticada
( 1) vaginal (2) anal (3) oral (4) diversas (5) S/inf.
14 — Algum parceiro fez uso de droga injetavel? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
15 — Faz uso de preservativo
(1) sempre (2) ocasionalmente (3) nunca (4) S/inf.
16 — Voce ja contraiu alguma Doenca Sexualmente Transmissivel?
(1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim, quando teve a ultima DST?
17 — Tem alguma outra doenga? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim, quais
18 — Quantas vezes vocé foi preso?
(0) 1 vez (2) 2 vezes (3) 3-5 vezes (4) 6-10 vezes (5) >10 vezes
19 — Ja fez hemodialise? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim, tempo de tratamento Unidade
20 - Como as pessoas podem se infectar com os virus da hepatite e do HIV?

HCV HBV HIV
(1) ndo conhego () ()
(2) agulhas ou seringas
(3) sexo

(4) contato com sangue
(5) transfusao de sangue

N~ N A~
~  ~—

()
) ()
) ()
) ()
) )

N~ N AN
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Index ()
Natural ()
Idade ()
Est. Civil ()
Sexo ()
Raga ()
Inst. ()

R. Famil. ()

()

Hep. Fam. ()

Transf. ()
N. transf. ()
1* transf. ()
Cirurg. ()
Tatuag. ()
Pierc. ()
Hig. ()
Acup. ()
Dent. ()

At. Sexual ()
At. Sexual ()

Parc. Sex.

)

()

0)

Tipo de rel.( )
Parc. UDI ()
Uso pres. ()

)

()

)

DST
Doenca

N. prisdes
Hem.
Trat

()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()



(6) mae para filho 0) O) )
(7) comida contaminada ) ) ()
(8) talheres, pratos e copos 0) ) ()
(9) escova de dentes, pente @ ) 0)
(10) 1amina 0) 0 O)
(11) tatuagem/piercing ) 0) 0)
(12) sentado perto de alguém () 0) 0)
(13) picada de inseto 0) 0) )
(14) outro(s) quais: ) ) )

21 — Ja fez teste para:
HCV (1)Nao (2) Sim (0) S/inf.
HBV (1)Nao (2) Sim (0) S/inf.
HIV (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Sifilis (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
22 — Pegou o resultado? HIV (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim, o resultado foi
HCV (1) Positivo (2) Negativo (0) S/inf.
HBV (1) Positivo (2) Negativo (0) S/inf.
HIV (1) Positivo (2) Negativo (0) S/inf.
Sifilis (1) Positivo (2) Negativo (0) S/inf.
23 — Se for portador de hepatite C, ja iniciou tratamento?
(1)Nao (2) Sim Tempo: (0) S/inf.
24 - Se for portador de hepatite B, ja iniciou tratamento?
(1)Nao (2) Sim Tempo: (0) S/inf.
25 - Se for portador do HIV, j4 iniciou tratamento?
(1) Nao (2) Sim Tempo: (0) S/inf.
26- Se tem/teve Sifilis, ja fez tratamento?

Il FATORES ASSOCIADOS AO CONSUMO DE DROGAS

1 — Vocé fuma? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.

2 — Vocé toma bebida alcoolica (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim: Qual Em que quantidade

Com que freqiiéncia

3 —Jausou droga? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim: tipo: (1) ndo injetavel (2) injetdvel (3) ambas
Com que freqiiéncia usou a droga por més?
Se sim, esta recebendo tratamento? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
4 — Usa droga atualmente? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
Se sim: tipo: (1) ndo injetavel (2) injetdvel (3) ambas
Com que freqiiéncia usa a droga por més?
Se sim, esta recebendo tratamento? (1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
OBS: Se usou drogas injetaveis ou ambas, responder questdes 5 a 23
5 — Qual sua idade quando usou droga injetavel pela primeira vez?
6 — Qual a primeira droga que injetou?
7 — Vocé ja havia usado esta mesma droga por outra via?
(1) Nao (2) Sim (0) S/inf.
8 — Na primeira vez que usou, quem injetou a droga em vocé?
(1) voc€ mesmo (2) amigo (3) parente (4) parceiro (5) profissional
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Teste HCV
Teste HBV
Teste HIV
Teste Sifilis
Result.

Res. HCV
Res. HBV
Res. HIV (
Res.Sifilis ()
Trat Hep C ()

()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
0)
()
()
()
()
()
()

)

Trat. Hep B()
Trat. HIV ()

Trat. Sifilis ()

Fuma ()
Bebe ()

Uso droga ()

Trat. Droga( )

0)

IDI 1° vez ()
1°DI ()
UoV ()

QI lvez ()
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do mercado da droga (0) S/inf.

9 — Na primeira vez que injetou droga como era a agulha ou seringa? Tipo.ser.I ()
() nova (2)usada (3) S/inf.

10 — Em que cidade estava quando injetou pela primeira vez? Cl1°vez ()

11 — Em que local estava quando injetou pela primeira vez? LI 1°vez ()

(1) em casa (2) casa parceiro sexual (3) casa de parente
(4) casa de amigo (5) escola (6) local onde consome droga
(7) bar (8) outro lugar publico (9) prisdao (10) outro

12 — Quando injetou pela primeira vez, como conseguiu a droga? Cons.dr. ()
(1) ganhou (2) comprou (3)trocou (4) outros (0) S/inf.
13 — Em sua vida, cerca de quantas vezes vocé€ injetou droga? N.vez.In ()

(1)1vez (2)2-9vezes (3) 10299 vezes (4) 100 a 999 vezes
(5) > 1000 vezes (0) S/inf.

14 — Quando foi a ultima vez que vocé¢ injetou droga? Ult. vez inj. ()
(1) 1-6 meses (2) 6 meses — 1 ano (3) 1-5 anos (4) + 5 anos (0) S/inf.
15 — Que droga vocé usou? DU ()
(1) speedball (heroina/cocaina) (2) apenas heroina
(3) apenas cocaina (4) metanfetaminas/rem. p/emagrecer
(5) crack (6) anabolicos
(7) ecstasy (8) solventes
(9) LSD (10) outros
(0) S/inf.
16 — Com que freqiiéncia? Freq. M ()
17 — Qual ¢ hoje a sua via principal de consumo de drogas? P.Via Cons.()
(1) injetavel (2) ndo injetavel (3) ambas (0) S/inf.
18 — Nas fezes em que vocé se injetou, como eram as seringas ¢ agulhas? Tipo ser.Il ()

(1)Novas (2)Usadas (3)ambas (0)S/inf.
19 — Alguma vez vocé compartilhou fogareiro/recipiente onde misturam ou  Com. Fog. ( )
diluem drogas?

(I)Nao (2 )Sim (0) S/inf.

20 — Vocé se lembra de alguma vez que injetou com outra pessoa? IP ()
( 1) ¢/ Hepatite C (2) c/Hepatite B (3) ¢/ HIV (0) S/inf.

21 — Vocé ja foi vacinado contra Hepatite B? Vac. ()
(1)Nao (2)Sim  (0) S/inf.
Caso afirmativo: (n° de doses)

22 — Voce gostaria de receber a vacina? Rec. Vac. ()

Caso negativo, por qué?
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) na populacéo prisional de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul: caracterizacdo epidemioldgica e molecular

Pesquisador responsavel: Roberta Barbosa Lopes Francisco

Prezado(a) Senhor(a)

Vocé esta sendo convidado a participar, como voluntario(a), de uma pesquisa sobre a infecg¢do
pelo HIV. Este documento ira lhe fornecer informagdes importantes sobre o estudo. Por favor, leia
atentamente o contetdo abaixo e esclareca suas duvidas junto a equipe para decidir se deseja, ou ndo,
participar do mesmo. No caso de aceitar fazer parte do estudo, assine este documento. Caso ndo queira
participar, ndo sera penalizado em nenhum sentido. Informamos que este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos, da Universidade para o Desenvolvimento do
Estado e da Regido do Pantanal e pelo Comité de Etica da UFMS.

OBJETIVO DO ESTUDO
Para ampliar o conhecimento sobre a infecgdo pelo HIV, pretende-se estudar os perfis
epidemiologicos e moleculares do HIV em prisioneiros de Campo Grande-MS.

CONDUCAO DO ESTUDO

Toda a pesquisa sera realizada por uma equipe qualificada, apds consentimento dos
participantes. O roteiro a ser utilizado ¢ constituido de duas partes: a primeira se refere aos dados
sociodemograficos ¢ a segunda parte diz respeito aos possiveis fatores de risco para a infecgdo pelo
HIV. Apos a entrevista, serd coletado sangue (10 mL), que sera transportado para analise laboratorial.
Sera armazenada parte desta amostra para posteriores estudos de sorologias para outras DST:
Hepatites B e C, Sifilis e HTLV que nao foram contempladas neste estudo por limitagdo de recursos.
Caso sejam garantidos os recursos para sua execugdo, estaremos entrando em contato para seu
conhecimento.

RISCO
Esta investigacdo ndo oferece quaisquer riscos aos participantes.

BENEFICIOS

Os beneficios diretos com a participagao neste estudo incluem o conhecimento sobre ser ou
nao portador dos virus HIV, bem como a aquisi¢ao de informag¢des que visem medidas de prevengdo e
controle para esta e outras DST. Para os portadores do HIV, sera garantido todo o acompanhamento
médico e tratamento.

CONFIDENCIALIDADE

A sua identificacdo neste estudo ocorrera somente no momento da entrevista e da coleta de
sangue. Se vocé concordar em participar, as informagdes obtidas relacionadas a sua pessoa serdo
registradas em formularios e os dados serdo armazenados ¢ analisados por computador em forma de
codigos, ndo havendo registro do seu nome. Assim, os seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo e
ndo sera possivel a sua identificacdo em qualquer fase de divulgacdo da presente pesquisa. Mesmo
assim, vocé tem liberdade de retirar o seu consentimento a qualquer momento. Em caso de qualquer
esclarecimento devo procurar a pessoa que realizou a pesquisa, pelo telefone

Assinatura (do entrevistado ou responsavel)
Pesquisador: i
Telefone do Comité de Etica/CEP - UFMS: 3345-7187




ANEXO A - Termos de Aprovagdo nos Comités de Etica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos - UNIDERP
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ANEXO B - Termos de Aprovagdo nos Comités de Etica em Pesquisa

Envolvendo Seres Humanos - UFMS
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ANEXO C - Termo de Referéncia de Pessoa Juridica - UNESCO



