
 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Mestrado em Biologia Celular e Molecular 

 

 

 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR E BIOLÓGICA DE ISOLADOS DO 

SUBTIPO C DO HIV-1 CIRCULANTES NO BRASIL 

 

 

 

 

JOANA PAIXÃO MONTEIRO 

 

 

 

 

 

 

 

Rio de Janeiro 

2006 

 



 

 II 

 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

 

 

 

 

 

JOANA PAIXÃO MONTEIRO 

 

 

 

Caracterização Molecular e Biológica de Isolados do Subtipo C do HIV-1 Circulantes no Brasil 

 

 

 

 

Dissertação apresentada ao Instituto Oswaldo Cruz como parte 

dos requisitos para obtenção do título de Mestre em Biologia 

Celular e Molecular 

 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Dumith Chequer Bou-Habib 

 

 

 

 

 

 

 

 

RIO DE JANEIRO 

2006 



 

 III 

 

 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular 

 

 

 
AUTOR: JOANA PAIXÃO MONTEIRO 

 

  

 

  

 CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR E BIOLÓGICA DE ISOLADOS DO 

SUBTIPO C DO HIV-1 CIRCULANTES NO BRASIL 

 

 

 

 

 

ORIENTADOR: Prof. Dr. Dumith Chequer Bou-Habib 

 

 

 

 

Aprovada em: 30/03/2006 

 

 

 

EXAMINADORES:  

 

Prof. Dra. Mariza Gonçalves Morgado – Presidente____________________________________ 

Prof. Dra. Ana Carolina Paulo Vicente_______________________________________________ 

Prof. Dr. Luiz Carlos Jr. Alcântara_________________________________________________ 

 

       

 

 Rio de Janeiro, 30 de março de 2006 

 



 

 IV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Izabel Maria e José Maurício por 

todo amor, dedicação e incentivo, pelo exemplo de 

caráter, dignidade e luta: vocês são o alicerce da 

minha vida. 

 

 



 

 V 

AGRADECIMENTOS 

Ao amigo Geraldo Argôlo Ferraro pela orientação, por todos os ensinamentos nessa primeira etapa 

de minha vida profissional, pelo incentivo e principalmente pela sua amizade. 

Ao Dr. Bernardo Galvão pela orientação neste trabalho de tão grande importância para minha 

carreira científica, pela confiança depositada e acima de tudo pela oportunidade de 

desenvolver este trabalho no Laboratório Avançado de Saúde Pública. 

Ao Dr. Dumith Chequer Bou-Habib pela forma tão acolhedora e carinhosa como me recebeu no 

Laboratório de Imunologia Clínica/IOC/FIOCRUZ no Rio de Janeiro, pela disposição 

constante e pela orientação tão dedicada. 

À Dra. Simone Kashima e à Roberta Carreto pela colaboração no sequenciamento das amostras. 

À Dra. Monique Guimarães pelo auxílio indispensável no sequenciamento das amostras. 

Ao Dr. Túlio de Oliveira por sua preciosa ajuda nas análises filogenéticas e pela prestatividade. 

Ao Dr. Luis Carlos Alcântara pela oportunidade de ter desenvolvido grande parte deste trabalho no 

Laboratório de Bioinformática e pelo apoio e incentivo constantes. 

À Dra. Mariza Morgado pela revisão e sugestões e pela oportunidade de desenvolver parte deste 

trabalho no Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular/IOC/FIOCRUZ. 

Ao Victor Pedreira Cunha por todos os momentos de compreensão, carinho e paciência e por estar 

sempre ao meu lado torcendo e me apoiando. 

Ao meu irmão Felipe Paixão Monteiro pela sua amizade em todos os momentos da minha vida. 

Aos tios Tereza e Pedro Carsalade por todo o amor e carinho recebidos durante minha inesquecível 

estadia na “Cidade Maravilhosa”. 

Aos amigos Maria Inês e Eduardo Martins, meu tios “emprestados” que estarão para sempre no meu 

coração. Obrigada por tudo. 

Aos colegas do LASP pelos bons momentos de convivência e de aprendizado. 

Aos colegas do Laboratório de Imunologia Clínica, que fizeram desta minha passagem uma 

inesquecível e agradável lembrança. 

À Eugênia Góes, Elizabeth Vasconcelos, Rodrigo Gaspar e Cláudio Paulo pelo apoio e atenção. 

À Rosália Oliveira da Silva e à Lana Abreu pela solicitude e prestatividade. 

À Cleide de Souza e à Eliete Teixeira Perez por todo o apoio e solicitude ao longo destes dois anos. 

Ao Dr. Lain Pontes e ao Dr. Mitermayer Reis pela oportunidade de desenvolver parte deste trabalho 

no Centro de Pesquisas Gonçalo Moniz. 

Ao Hemocentro da Bahia (HEMOBA) pela doação das bolsas de sangue. 



 

 VI 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR E BIOLÓGICA DE ISOLADOS DO SUBTIPO C DO HIV-1 

CIRCULANTES NO BRASIL 

 

 RESUMO 

 

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 Joana Paixão Monteiro 

 

A grande variabilidade genética do HIV-1 se reflete na emergência de partículas virais com 

características antigênicas e comportamentos biológicos variados, que se constituem como os 

principais obstáculos para o controle da infecção pelo sistema imune do hospedeiro e para o 

desenvolvimento de terapias e vacinas. Entre as diversas formas genéticas de HIV, o subtipo C é 

atualmente a mais disseminada mundialmente, contribuindo com cerca de 56% de todas as 

infecções, o que sugere que este subtipo pode apresentar características peculiares quanto à 

capacidade de transmissão. O subtipo C é responsável por cerca de 50% das infecções recentes no 

sul do Brasil, entretanto, a caracterização dos subtipos não-B no país é ainda muito limitada. O 

presente estudo teve como objetivo a caracterização biológica e molecular de cepas do subtipo C 

circulantes no sul do Brasil. Para tanto, 22 amostras de sangue de indivíduos infectados pelo HIV-1 

da cidade de Porto Alegre foram processadas. Isolados virais foram obtidos através do co-cultivo 

com PBMCs de doadores normais. O subtipo foi determinado através do sequenciamento dos genes 

gag e env. Estas seqüências foram comparadas com seqüências de diferentes origens dos subtipos 

B, C e F através de métodos filogenéticos. Propriedades fenotípicas de cinco isolados do subtipo C 

e de dois recombinantes C/B foram investigadas. Para investigar a capacidade de infectar 

macrófagos e de formar sincícios em células de linhagem T CD4+, estas células foram expostas aos 

sobrenadantes positivos para HIV-1. Para avaliar o uso preferencial do receptor de quimiocina, 

células U87 foram expostas aos sobrenadantes infecciosos. Entre as 22 amostras, 8 foram 

classificadas como subtipo B (36,4%), 6 foram classificadas como subtipo C (27,3%), 1 foi 

classificada como subtipo F (4,5%), 6 foram classificadas como subtipo C em gag e como subtipo B 

em env (27,3%) e 1 foi classificada como subtipo B em gag e como subtipo F em env. As 

seqüências do subtipo C formaram um único grupo monofilético e apresentaram 6 e 18 assinaturas 

de aminoácidos características em gag e em env, respectivamente. Três padrões distintos de 

recombinação entre os subtipos B e C foram observados. Todos os 7 isolados virais testados foram 

capazes de se replicar em macrófagos. Dos cinco isolados do subtipo C, 4 utilizaram 

exclusivamente o correceptor CCR5 e foram não-indutores de sincícios, enquanto 1 isolado deste 

subtipo foi capaz de utilizar alternativamente o receptor CXCR4 e de induzir sincícios em células 

de linhagem. Os isolados recombinantes C/B foram capazes de utilizar ambos os receptores e de 

induzir sincícios. A região V3 das seqüências do subtipo C foi cerca de 3 vezes mais conservada do 

que a das seqüências do subtipo B. Os resultados sugerem que os vírus do subtipo C circulantes no 

Brasil são resultantes de uma introdução única e recente no país e que eventos locais de 

recombinação entre os subtipos B e C estão ocorrendo em elevadas taxas há mais de 10 anos. O 

estudo de caracterização biológica confirma a hipótese de que o subtipo C é distinto dos demais 

quanto à evolução da utilização do correceptor. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

GENETIC AND BIOLOGIC CHARACTERIZATION OF HIV-1 SUBTYPE C ISOLATES FROM BRAZIL  

 

 ABSTRACT 

 

 DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 

 

 Joana Paixão Monteiro 

 

The high level of genetic diversity of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) is responsible 

for the emergence of viral strains with different biological properties. Such feature has been a major 

obstacle in the development of a globally useful vaccine for AIDS and treatment strategies. Among 

the genetic forms of HIV-1, the subtype C is the most prevalent, accounting for 56% of infections 

worldwide. This figure suggests that this subtype may present particular features in its spreading 

ability. The subtype C is responsible for nearly 40% of new infections in the South of Brazil, 

however, the characterization of non-B subtypes in the country is very limited. Thus, we aimed to 

investigate the genetic and biological diversity of HIV-1 subtype C strains circulating in Brazil. On 

this purpose, 22 blood samples from HIV-1-infected individuals from Porto Alegre were processed. 

Viral isolates were obtained using the co-culture method, as recommended by World Health 

Organization. The subtype was determined by sequencing gag and env genes. The sequences were 

compared with others subtypes B, C and F strains from different countries using phylogenetic 

methods. Phenotypic characteristics of five subtype C isolates and two C/B recombinants were 

investigated. To evaluate the virus ability to infect macrophages and to form syncytium in CD4+ T 

cell lines, these cells were exposed to HIV-1 positive supernatants. To investigate the coreceptor 

usage, U87 cells were exposed to infectious supernatants. Out of 22 samples, we observed six 

subtype C (27.3%), eight subtype B (36.4%), one subtype F (4.5%), six C/B recombinant (27.3%) 

and one B/F recombinant (4.5%) samples. Subtype C sequences from Brazil formed a unique 

phylogenetic group and presented 6 and 18 specific amino acid signatures in gag and env, 

respectively. Three distinct patterns of C/B recombinants were observed. All tested isolates were 

able to replicate in macrophages. Among 5 subtype C isolates, 4 used only CCR5 as coreceptor and 

were non-syncytium-inducing viruses, while the other subtype C isolate was also able to use the 

CXCR4 receptor and to induce syncytium. The C/B recombinants used both coreceptors and were 

syncytium-inducing viruses. The V3 region of subtype C sequences was 3 times more conserved 

than the V3 region of subtype B sequences. These findings suggest that subtype C viruses 

circulating in Brazil are the result of a unique and recent introduction into the country. 

Recombination events between subtypes B and C are occurring in elevated rates for more than 10 

years in the South region of Brazil. Biological characterization confirms the hypothesis that subtype 

C is distinct from the others in the evolution of coreceptor utilization. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Preâmbulo 

 A síndrome da 

imunodeficiência adquirida 

(“Acquired Immune Deficiency 

Syndrome” - AIDS) tem se 

constituído em um dos mais sérios 

agravos já enfrentados pelo homem, 

sendo considerada a quinta causa 

de morte em todo o mundo e a 

principal causa na África 

subsaariana (UNAIDS, 2005). 

Desde que os primeiros casos de 

AIDS foram diagnosticados no 

início dos anos 80, a disseminação 

do vírus da imunodeficiência 

humana (HIV) ocorreu rapidamente 

por todas as regiões do mundo, 

como conseqüência do crescente 

movimento de globalização e da 

expansão do turismo. Mais de 65 

milhões de pessoas foram 

infectadas pelo HIV no mundo, 

sendo que, destas, mais de 25 

milhões foram a óbito (UNAIDS, 

2005). Atualmente, de acordo com 

dados da Organização Mundial de 

Saúde (OMS), estima-se que 40,3 

milhões de pessoas estejam 

infectadas pelo vírus, incluindo 2,5 

milhões de crianças com menos 

de 15 anos. Desse total, 
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aproximadamente 95% vive em 

países em desenvolvimento, 

sobretudo na África subsaariana, 

onde 10% da população está 

contaminada. Apesar dos inúmeros 

esforços e recursos investidos por 

entidades e cientistas de todo o 

mundo, até o momento não existe 

nenhuma vacina eficaz e nem 

medicamentos que levem à cura da 

doença. Ao contrário, o número 

total de pessoas vivendo com o HIV 

continua a crescer. Até novembro 

de 2005 foi registrado o maior 

número de casos por ano desde o 

início da epidemia, com mais cinco 

milhões de novas infecções. Neste 

mesmo ano, mais de três milhões de 

pessoas morreram de doenças 

relacionadas à AIDS e, destas, mais 

de 500 mil eram crianças (UNAIDS, 

2005). Estes fatos fazem desta 

síndrome uma das mais destrutivas 

epidemias na história da 

humanidade. 

 A AIDS foi primeiramente 

relatada em 1981 nos Estados 

Unidos e esteve associada a 

indivíduos adultos do sexo 

masculino que apresentavam alguns 

aspectos em comum, como sarcoma de 

Kaposi, pneumonia por Pneumocystis 

carinii, comprometimento do 

sistema imune e comportamento 
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homossexual, o que levou à conclusão de que 

se tratava de uma nova doença, ainda não 

classificada, de etiologia provavelmente infecciosa 

e transmissível. Logo após a 

identificação da AIDS, as pesquisas 

se voltaram para a identificação do 

agente etiológico desta síndrome. 

Em 1983, o HIV foi isolado pela 

primeira vez por um grupo de 

pesquisadores liderados por Luc 

Montaignier do Instituto Pasteur de 

Paris, França, sendo então 

denominado LAV 

(Lymphadenopathy Associated 

Virus) (BARRÉ-SINOUSSI et al., 

1983). Um ano depois, a equipe do 

pesquisador norte americano 

Robert Gallo também identificou o 

vírus (GALLO et al., 1984). A partir 

de então, os esforços foram 

direcionados para o 

desenvolvimento de testes de 

diagnóstico laboratorial, vacinas e 

medicamentos para combater a 

doença. Em 1987 surgiu a primeira 

droga terapêutica contra o HIV, 

conhecida como zidovudina 

(azidotimidina - AZT), um análogo 

nucleosídico, o qual age inibindo a 

atividade da enzima transcriptase 

reversa e, portanto, impedindo a 

replicação do vírus (EZZELL, 

1987). Apesar de ter se mostrado 

eficaz inicialmente, reações 
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adversas e a resistência a esta 

droga foram complicações 

importantes. Anos depois, surgiram 

novas substâncias que impediam a 

atividade de outra enzima, como os 

inibidores da protease que impedem 

a maturação de novas partículas 

virais. Estas substâncias, 

associadas ao AZT (terapia dupla), 

aumentaram discretamente a 

sobrevida das pessoas afetadas 

(RICHMAN, 2001). Em 1996, 

surgiu uma nova proposta 

terapêutica, conhecida como 

“Coquetel Anti-Aids” ou terapia 

anti-retroviral de alta potência 

(“Highly Active Anti-Retroviral 

Therapy” - HAART), baseada na 

combinação de três agentes 

inibidores. O “coquetel” se mostrou 

eficaz na redução da mortalidade e 

na indução da supressão da carga 

viral. Atualmente, existem cerca de 

17 drogas que compõem o arsenal 

contra o HIV, entretanto, nenhuma 

delas isoladamente ou em 

combinação é capaz de eliminar 

completamente o vírus. 

 O comportamento homossexual foi o principal fator de risco para a infecção pelo HIV nos primeiros anos 

da epidemia de AIDS nos países desenvolvidos. Secundariamente, o uso de drogas injetáveis passou a exercer um papel 

importante na transmissão do vírus, particularmente em regiões como a Ásia e leste da Europa. Outra via que passou a 

contribuir para a disseminação do HIV nesse período foi a transmissão através de transfusão sanguínea, que diminuiu 

drasticamente na maioria dos países desenvolvidos com a implantação de testes sorológicos nos bancos de sangue 

(GAYLE; KOPLAN, 2001). Nos últimos anos, um grande aumento do número de casos por exposição heterossexual vem sendo 
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observado. Este fato se reflete no número de 17,5 milhões de mulheres vivendo com HIV no mundo (UNAIDS, 2005). Assim, a 

exposição heterossexual representa atualmente a forma predominante de transmissão do HIV no mundo. 

 No Brasil, desde a identificação do primeiro caso de AIDS, em 1980, até junho de 2005, 

já foram notificados cerca de 372 mil casos da doença. Entretanto, estima-se que cerca de 600 mil 

brasileiros (0,61%) estejam infectados pelo HIV. Até dezembro de 2004, cerca de 172 mil óbitos 

devido à AIDS foram registrados no país. As regiões mais afetadas pela doença são as Regiões 

Sudeste e Sul que juntas somam mais de 80% do total de casos. O Sudeste é a região mais atingida 

desde o início da epidemia e, apesar da alta taxa de incidência, é a única que mostra uma tendência 

de declínio desde 1998. Nas demais regiões, têm-se observado aumento das taxas de incidência de 

casos, principalmente na Região Sul. Do total de casos registrados, a maior parte envolveu 

indivíduos com idade entre 15 a 49 anos, com predomínio de indivíduos do sexo masculino 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). Entretanto, nos últimos anos, observaram-se mudanças na 

dinâmica de transmissão do HIV, com algumas tendências notáveis. Após uma primeira fase de 

maior incidência de casos de AIDS entre adultos homossexuais masculinos, seguida por aumento 

em usuários de drogas injetáveis, tem havido, assim como na epidemia mundial de AIDS, um 

aumento significativo de casos associados à transmissão heterossexual (heterossexualização). Esse 

fato se refletiu no incremento marcante de casos entre mulheres (feminização), com conseqüente 

aumento do número de casos de transmissão vertical, os quais, entretanto, diminuíram nos últimos 

anos, graças aos programas de controle implantados pelo Ministério da Saúde. Associado a isso está 

o crescimento da epidemia entre indivíduos de baixo poder aquisitivo (pauperização) e a crescente 

incidência no interior do país (interiorização) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998). 

O Brasil foi um dos primeiros países a adotar políticas de saúde significativas para a 

melhoria da assistência aos indivíduos infectados pelo HIV. Estas incluem, entre outras iniciativas, 

um programa de distribuição universal e gratuita dos medicamentos anti-retrovirais na rede pública 

de saúde. Esta medida do Ministério da Saúde representou um marco importante na epidemia de 

AIDS do país, possibilitando uma melhoria na qualidade de vida dos indivíduos infectados pelo 

HIV, com a redução da morbidade e mortalidade e o conseqüente aumento da sobrevida dessas 

pessoas. No entanto, segundo o Boletim Epidemiológico do Ministério da Saúde de 2005, a taxa de 

incidência de AIDS no país mantém-se, ainda, em patamares elevados (19,2 casos por 100 mil 

habitantes, em 2003), basicamente devido à persistência da tendência de crescimento entre as 

mulheres. Ainda, apesar de estabilizada, a mortalidade por AIDS no país permanece alta (cerca de 

11 mil óbitos anuais desde 1998), observando-se também, o crescimento entre as mulheres e entre 

indivíduos categorizados como de raça/cor “Preta” e “Parda”, expondo a iniqüidade no acesso aos 
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serviços de saúde para diagnóstico e tratamento das populações menos favorecidas 

socioeconomicamente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2005). Estes fatores refletem a necessidade de 

medidas de prevenção e assistência aos portadores do vírus voltadas para estes focos de infecção, 

além de estudos que contribuam para o desenvolvimento de vacinas e terapias eficazes e mais 

acessíveis, para a contenção da epidemia no Brasil. 

 

1.2 O Vírus da Imunodeficiência Humana 

 O HIV pertence à família Retroviridae e caracteriza-se pela presença de um genoma 

constituído por duas fitas simples de RNA e da enzima transcriptase reversa que exerce o papel-

chave de transcrição inversa (ou retrotranscrição) do RNA para uma fita dupla de DNA. Este 

processo ocorre dentro da célula hospedeira, logo após a infecção e o DNA produzido irá 

incorporar-se ao DNA da célula, com objetivo de reproduzir o vírus. Devido às altas taxas de erro 

da transcriptase reversa, à ausência de um sistema de correção desses erros, à dinâmica da 

replicação viral (ROBERTS et al., 1988), e à sua propriedade de recombinação, o HIV é 

caracterizado por uma marcante variabilidade genotípica. Isto faz com que praticamente cada 

partícula viral contenha um genoma diferente das demais. Essa alta taxa de variação é responsável 

pelo aparecimento de cepas virais apresentando características biológica diferentes (SIMMONDS et 

al., 1990) e de resistência à terapia anti-retroviral (COFFIN et al., 1995). Ainda, esta grande 

variabilidade genética do vírus se constitui como um dos maiores obstáculos para o 

desenvolvimento de uma vacina universal. Dentro da família Retroviridae, o HIV pertence à 

subfamília lentivirínae, que é caracterizada, em geral, por infecção persistente crônica com 

desenvolvimento de danos progressivos ao sistema imune do hospedeiro e conseqüentes alterações 

patológicas nos estágios tardios da doença (BARRÉ-SINOUSSI, 1996). 

  As células utilizadas pelo HIV para a infecção e replicação são aquelas que apresentam 

o receptor de membrana CD4 (linfócitos T CD4+, monócitos/macrófagos, células dendríticas, 

células de Langherans e microgliais), o qual faz parte do processo de interação do vírus com a 

célula hospedeira (COHEN et al., 1999). Além da ligação ao receptor CD4, durante o processo de 

penetração na célula hospedeira, o HIV liga-se a um dos receptores de quimiocinas que são 

denominados correceptores. Os correceptores mais utilizados pelo HIV-1 são o CCR5 e o CXCR4 

(CORMIER et al., 2000; DRAGIC et al., 2000), expressos tanto em células T, como em 

macrófagos. O CCR5 é um receptor natural para β – quimiocinas como RANTES, MIP - 1α e MIP 

- 1β (COCCHI et al., 1995), enquanto o CXCR4 é receptor para α – quimiocinas como o SDF - 1α 
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(BLEUL et al., 1996; OBERLIN et al., 1996). Embora com menor freqüência, os receptores 

CCR2b (DORANZ, 1996), CCR3 (CHOE et al., 1996), STRL33/BONZO/TYMSTR (LIAO et al., 

1997; DENG et al., 1997), BOB/GPR15 (MARX; CHEN, 1998) e Apj (CHOE et al., 1998) 

também podem ser utilizados como mediadores da infecção pelo HIV. 

 

1.3 Estrutura e Genoma do HIV 

 O HIV é uma partícula constituída de uma camada lipídica ou envelope que envolve o nucleocapsídio 

(Figura 1.3.1) onde estão abrigadas as duas fitas simples de RNA. Sua estrutura viral possui formato icosaédrico 

medindo cerca de 110nm de diâmetro, e apresenta estruturas protuberantes na camada exterior – são as glicoproteínas 

do envelope. O genoma de RNA possui cerca de 9,5kb de comprimento e é ocupado em grande parte pelos três genes 

estruturais: gag (grupo antígeno), pol (polimerase) e env (envelope), que são delimitados por duas regiões contendo 

seqüências repetitivas, denominadas longas regiões terminais repetidas (LTR – long terminal repeat region), onde estão 

as principais seqüências promotoras para a transcrição dos genes virais. Há ainda, seis outros genes acessórios e 

regulatórios no genoma, sendo os cinco: vif, vpr, tat, rev e nef comuns ao HIV-1 e HIV-2 e, vpu e vpx para o HIV-1 e 

HIV-2, respectivamente (ZEICHNER, 1994) (Figura 1.3.2). 
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Figura 1.3.1: Desenho esquemático da estrutura morfológica do HIV-1. Adaptado de 

http://www.nature.com/ nri/journal/v2/n4/slidesshow/nri776_F1.html. 

 

 

 

 

 

Figura 1.3.2: Representação esquemática do genoma do HIV-1 e do HIV-2. 

 

O envelope viral de natureza lipoprotéica é derivado da membrana celular do hospedeiro e formado por 

duas glicoproteínas extensivamente glicosiladas: gp120 e gp41 (CHAN; KIM, 1998). A estrutura da gp120 apresenta 

cinco regiões variáveis (V1-V5) intercaladas por cinco regiões conservadas (C1-C5) (STARCICH et al., 1986) (Figura 

1.3.3). Uma das regiões variáveis, designada V3, é formada por uma alça composta de 35 aminoácidos e unida por 
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pontes dissulfeto. Essa região é imunodominante e contra ela são produzidos anticorpos neutralizantes (GOUDSMIT et 

al., 1988). Na superfície do vírus, as proteínas do envelope estão estruturadas em complexos triméricos que promovem 

a ligação e fusão à membrana celular (CHAN; KIM, 1998). A localização da gp120 é totalmente exterior e a gp41 tem 

localização transmembranar. Ambas são produzidas a partir da clivagem de uma glicoproteína precursora, a gp160, 

codificada pelo gene env. Abaixo da bicamada lipídica está a proteína da matriz p17 (MA) que é codificada pelo gene 

gag. Além da p17, são codificadas também por gag, as proteínas: p24 (CA) que envolve o cerne ou capsídio viral, p7 

(NC) e p6 que se localizam no nucleocapsídio. O gene pol codifica as enzimas envolvidas no processo de replicação e 

integração do genoma viral: protease (p11), transcriptase reversa (p66/p51) e integrase (p31). As proteínas dos genes 

gag e pol são traduzidas como precursores que devem ser clivados pela protease nas subunidades distintas 

(ZEICHNER, 1994). As longas regiões terminais repetidas (LTR) não codificam proteínas, mas são essenciais para a 

regulação da expressão viral. Fatores transcricionais do hospedeiro e outros codificados pelo vírus ligam-se a regiões 

específicas da LTR e promovem a expressão dos genes do HIV (GREENE; PETERLIN, 2002). As regiões LTR contêm 

regiões com sinais para poliadenilação (KAO et al., 1987), TATA Box, seqüências promotoras e sítios de ligação para 

dois fatores transcricionais: NFB e SP1 (KARN, 1999). A proteína Tat ("trans-acting transcription transactivator") é 

uma transativadora da trancrição do genoma viral e é essencial para a replicação do HIV (PUGLISI et al., 1992). Vpr 

medeia o processo de transporte do complexo de pré-integração viral para o núcleo da célula hospedeira (COHEN et al., 

1996) e Rev está relacionada com o processo de exportação de transcritos não processados do núcleo para o citoplasma 

(HOPE, 1997). A proteína Nef parece estar relacionada com a redução da expressão de CD4 (AIKEN et al., 1994) e das 

moléculas HLA de classe I e II (COLLINS et al., 1998) na superfície das células infectadas, o que pode representar um 

mecanismo de escape importante do vírus à ação das células T citotóxicas e para evitar o reconhecimento pelas células 

T CD4+. A Nef pode também interferir com a ativação das células T por ligação a várias proteínas que estão envolvidas 

nas vias intracelulares de transdução de sinal (PETER, 1998). A proteína Vpu relaciona-se com a etapa de produção e 

brotamento das partículas virais e com a regulação negativa de moléculas CD4 pelas células infectadas (KLIMKAIT et 

al., 1990; SCHUBERT et al., 1996). A Vif é importante para os mecanismos intracelulares de transporte dos 

componentes virais, além de se ligar ao inibidor antiviral APOBEC3G, o qual pertence a uma família de enzimas 

intracelulares que desaminam especificamente a citosina em uracila no RNAm ou no DNA, resultando numa 

acumulação de mutações G-para-A que levam à degradação do DNA viral. Ao formar um complexo com a 

APOBEC3G, a Vif bloqueia a atividade inibitória da APOBEC3G (MARIANI et al., 2003). 
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Figura 1.3.3: Representação esquemática da gp120 do HIV-1 mostrando as cinco regiões conservadas (C1-

C5) e as cinco regiões variáveis (V1-V5). No detalhe a região V3 imunodominante. As pontes dissulfeto são 

mostradas como traços entre aminoácidos e as cadeias laterais dos N-oligossacarídeos são mostradas como 

estruturas ramificadas. Adaptado de Leonard et al. (1990). 

 
 

 

1.4 Ciclo de Infecção/Replicação 

 Como todos os vírus, o HIV se reproduz utilizando a maquinaria genética da célula hospedeira. O início 

do ciclo de infecção do HIV ocorre através da ligação da partícula viral, através da proteína gp120, com o receptor CD4 

na superfície da célula-alvo (UGOLINI et al., 1999; GREENE; PETERLIN, 2002). Esta reação leva à mudanças 

conformacionais e à subseqüente participação de uma das moléculas da família dos receptores de quimiocinas (CCR5 e 

CXCR4 principalmente) no processo. A formação do resultante complexo ternário (UGOLINI et al., 1999) 

(gp120/CD4/receptor de quimiocina) resulta em uma segunda mudança na conformação das proteínas do envelope viral, 

levando à exposição da gp41, que se ancora na membrana plasmática da célula através de um de seus sítios hidrofóbicos 

(UGOLINI et al., 1999; GREENE; PETERLIN, 2002). Ocorre então a fusão entre o envelope viral e a membrana 

celular permitindo a entrada do capsídio na célula (DOMS; PEIPER, 1997; GREENE; PETERLIN, 2002). A eficiência 

de entrada do vírus na célula, devida provavelmente à avidez de ligação às moléculas de CD4 e do correceptor, parece 

estar diretamente relacionada com o “fitness” da partícula viral (MAROZSAN et al., 2005). Variações na eficiência de 

entrada são provavelmente conseqüência da grande variabilidade no gene do envelope que por sua vez está relacionada 

com as fortes pressões seletivas do ambiente hospedeiro (RICHMAN et al., 2003; WEI et al., 2003). Após a fusão, o 

capsídio é então desencapado levando à liberação do seu conteúdo, o RNA genômico e enzimas virais, no citoplasma da 
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célula. Em seguida, a enzima transcriptase reversa promove a síntese de uma molécula de DNA de fita dupla a partir do 

RNA viral. Esta recém-sintetizada molécula de DNA, juntamente com a enzima integrase, forma um complexo de pré-

integração viral, o qual é rapidamente transportado para o núcleo da célula hospedeira. Através da atividade da 

integrase, ocorre a integração estável do cDNA viral no DNA cromossômico da célula, estabelecendo um provírus 

(KATZ; SKALKA, 1994). O provírus tem uma tendência de manter-se no estado latente nos cromossomos da célula 

infectada sem produzir vírus até ser ativado por um determinado evento mitogênico; esta capacidade de latência 

complica enormemente as tentativas de tratamento da infecção com drogas antivirais. Quando a célula é ativada, através 

do o uso da maquinaria biossintetizadora da célula e da regulação adicional pelas proteínas virais (FRANKEL; 

YOUNG, 1998), o provírus é repetidamente transcrito. O conjunto de RNAs transcritos é então transportado para o 

citoplasma, onde será traduzido em suas proteínas. As proteínas virais são clivadas pela ação das proteases, migrando 

em seguida para os sítios de maturação, nas imediações da membrana plasmática, de onde brotam as novas partículas 

virais. 

 

1.5  Aspectos Clínicos e Imunológicos da Infecção pelo HIV 

 A infecção pelo HIV ocorre 

através do contato de um indivíduo 

não-infectado com o sangue, sêmen 

ou outros fluidos corporais de um 

indivíduo infectado. 

Aproximadamente de três a seis 

semanas após esse período, inicia-

se a fase de infecção primária 

(Figura 1.5.1), caracterizada por 

altos índices de replicação viral 

(acima de 107 cópias de RNA/ml de 

plasma) e conseqüente 

disseminação do vírus para os 

linfonodos e no sangue periférico. 

Como conseqüência, ocorre uma 

diminuição do número de linfócitos 

TCD4+ (PANTALEO; FAUCI, 

1996). Estudos mostram que esta 

depleção de linfócitos T CD4+ 

ocorre de forma mais acentuada na 

mucosa do trato gastrointestinal do 
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que no sangue periférico durante a 

infecção pirmária pelo HIV-1 

(GUADALUPE et al., 2003; 

MEHANDRU et al., 2004). De fato, 

a mucosa gastrointestinal abriga a 

maioria dos linfócitos T presentes 

no organismo, enquanto o sangue 

periférico contém apenas entre 2% 

e 5% dos linfócitos totais (SMIT-

MCBRIDE et al., 1998). Além disso, 

comparando-se com os linfócitos 

circulantes, uma maior 

percentagem dos linfócitos CD4+ 

presentes na mucosa expressam o 

receptor de quimiocina CCR5 o 

qual é utilizado preferencialmente 

durante a fase inicial da infecção 

(CONNOR et al., 1997). Assim, o 

trato gastrointestinal tem sido 

descrito como um reservatório viral 

persistente (KOTLER et al.,1991; 

NANNINIet al., 2002) e como tendo 

um papel importante na patogênese 

do HIV-1, uma vez que é fortemente 

sugerido que os eventos virológicos 

e imunológicos durante a infecção 

aguda e inicial pelo HIV-1 tem um 

papel crucial na determinação da 

velocidade da progressão para 

doença (MELLORS et al., 1996; 

LEFRERE 1998). Durante a fase de 

infecção primária, cerca de 50% a 

70% dos indivíduos infectados 

desenvolvem uma síndrome clínica 
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com sintomas que se assemelham 

aos de uma gripe e têm duração de 

uma ou mais semanas (COHEN et 

al., 1997). Em resposta à infecção, 

ocorre um aumento significativo de 

células TCD8+ no sangue 

periférico (FAUCI, 1993), 

provavelmente, o principal 

responsável pelo controle da 

viremia (BORROW et al., 1994; 

PANTALEO et al., 1994). Estas 

células, através da atividade 

citotóxica HIV-específica eliminam 

células infectadas, e através da 

produção de fatores solúveis 

contribuem para a supressão da 

replicação viral (MACKEWICZ et 

al., 1991). Neste período, os testes 

para detecção de anticorpos 

normalmente não conseguem 

diagnosticar a infecção, pois, 

embora os títulos virais estejam 

altos, os níveis de anticorpos 

durante a fase aguda ainda são 

inexpressivos (FAUCI, 1993) 

(Figura 1.5.1). O controle da 

viremia resulta então na resolução 

da síndrome aguda viral. 

Entretanto, é nesta fase que se 

formam os focos de células 

infectadas latentes que representam 

um dos potenciais mecanismos de 

escape da resposta imune e de 

medicamentos, além da persistência 
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da infecção. Assim, embora ocorra 

uma dramática queda da viremia, a 

replicação viral não é totalmente 

controlada (PANTALEO; FAUCI, 

1996). 

Após o período da infecção primária, inicia-se uma fase conhecida como latência clínica, quando todos os 

parâmetros virológicos se mantêm em níveis baixos ou indetectáveis, como conseqüência da resposta imune específica. 

Conseqüentemente, ocorre uma recuperação do número de linfócitos TCD4+ que se mantém estável ou sofre um 

declínio gradual (COHEN et al., 1997); nesta fase, a maioria dos indivíduos infectados se mantém assintomática. Tanto 

a resposta celular como a resposta humoral HIV-específicas são detectadas em níveis elevados durante o período de 

latência clínica (Figura 1.5.1), entretanto, os níveis de replicação viral, embora baixos, não são totalmente controlados 

(PANTALEO; FAUCI, 1996). Os mecanismos responsáveis pela habilidade do vírus de escapar dessas respostas ainda 

não são bem entendidos. Um fator que parece contribuir é a propensão do HIV em gerar seqüências variantes que 

podem não ser reconhecidas pelo sistema imune (COFFIN, 1995). Existem alguns estudos demonstrando que cepas 

variantes podem resistir à neutralização por anticorpos ou não ser reconhecidas por linfócitos T citotóxicos induzidos 

por uma outra cepa viral (ARENDRUP et al., 1992; BONGERTZ et al., 1997; BORROW et al., 1997). 

Após um período que varia de três a dez anos, como conseqüência do efeito citopático direto do vírus 

sobre as células infectadas e de mecanismos imunológicos que causam a destruição destas células, como a apoptose e a 

citotoxicidade, ocorre uma perda considerável de células TCD4+, atingindo níveis inferiores a 200 células/μl, e a 

destruição da maioria do tecido linfóide no indivíduo infectado pelo HIV (COHEN et al., 1999). A resposta CTL HIV-

específica é geralmente perdida e anticorpos neutralizantes são raramente detectados. Concomitantemente, ocorre um 

novo aumento da replicação viral culminando com o surgimento dos sintomas da AIDS. Portanto, esta síndrome se 

caracteriza por uma imunossupressão acentuada, tornando o indivíduo infectado suscetível a infecções oportunistas, 

neoplasias secundárias e manifestações neurológicas (COFFIN et al., 1995; KAHN et al., 1998). 

A taxa de progressão para a fase de AIDS pode variar substancialmente entre os indivíduos infectados 

pelo HIV. Após a infecção, o balanço entre a capacidade do vírus de replicação e a eficiência da resposta imune do 

hospedeiro a este patógeno irá determinar as diferentes taxas de progressão (PANTALEO; FAUCI, 1996). A maioria 

dos indivíduos infectados (70-80%) apresenta o perfil típico de progressão para a doença, levando de 6 a 8 anos para 

atingi-la (BUCHBINDER et al., 1994). Entretanto, uma percentagem dos indivíduos infectados pelo HIV (cerca de 10-

15%) apresenta uma rápida progressão para AIDS dentro de dois a três anos após a infecção primária; são os chamados 

rápidos progressores (PHAIR, 1994). Por outro lado, uma menor percentagem desses indivíduos (menor que 5%), 

conhecidos como não-progressores, permanece assintomática, com o número de células TCD4+ dentro dos limites 

normais e com níveis virológicos muito baixos, por 8 a 10 anos após a infecção primária (BUCHBINDER et al., 1994; 

PHAIR, 1994).  
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Figura 1.5.1: História natural da infecção pelo HIV-1. Adaptado de Poignard et al. (1996). 

 

 

 

1.6 Classificação e Origem do HIV 

 O HIV é classificado em dois tipos: HIV-1 e HIV-2. O HIV-2 é formado por seis 

subtipos genéticos, ordenados de A a F, apresenta distribuição mais restrita ao Oeste da África, 

sendo prevalente também em países como Índia (ALAEUS et al., 2000) e Portugal (SORIANO et 

al., 2000). Parece ser menos patogênico (ALAEUS et al., 2000) e menos transmissível do que o 

HIV-1 (KANKI et al., 1994; MARLINK et al., 1994), estando associado com um período 

assintomático mais longo (MARLINK et al., 1994). Sua disseminação permanece estabilizada ou 

em fase decrescente (VAN DER LOEFF; AABY, 1999). Em contraste, é observada a disseminação 

do HIV-1 por todas as regiões do mundo. 

 O HIV-1 apresenta um alto grau de diversidade de seqüências genéticas e tem sido classificado em três 

grupos distintos denominados M, N e O. O grupo M (major) envolve a maioria das infecções em todo o mundo e é 

composto por nove subtipos filogeneticamente distintos, denominados A, B, C, D, F, G, H, J e K, dos quais as 

seqüências dos genes do envelope diferem entre si em cerca de 24% (ROBERTSON et al., 1999). O grupo O (outlier) 

diverge do grupo M em cerca de 50% das seqüências de aminoácidos do gene env (SUBBARAO; SCHOCHETMAN, 

1996) e é prevalente na República dos Camarões, Gabão e Guiné Equatorial, na África (GÜRTLER, 1996). O grupo N 
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(non-M/non-O) apresenta a menor dispersão, tendo sido documentado em poucos indivíduos da República dos 

Camarões (SIMON et al., 1998) e relacionado com o vírus da imunodeficiência símia deste país (CORBET et al., 2000). 

 A co-circulação de múltiplas variantes de HIV numa mesma região geográfica favorece 

episódios de co-infecção, os quais, por sua vez, podem levar à emergência de cepas virais 

recombinantes, que podem ser viáveis e transmissíveis (ALAEUS et al., 2000). Esta capacidade de 

recombinação das fitas RNA durante a síntese proviral tem sido demonstrada entre diferentes 

genomas de HIV do mesmo subtipo ou de subtipos distintos infectando um único individuo 

simultaneamente (SUBBARAO; SCHOCHETMAN, 1996). Quando os vírus recombinantes são 

transmitidos entre diferentes hospedeiros e originam novas infecções, são designados de formas 

recombinantes circulantes (“circulant recombinant forms” - CRFs). Para a classificação de uma 

CRF é necessária a sua identificação em pelo menos três indivíduos não relacionados 

epidemiologicamente. Atualmente são conhecidas pelo menos 20 CRFs (MCCUTCHAN et al., 

2000; CASADO et al., 2005; THOMSON et al., 2005; DE SA FILHO et al., 2006), como, por 

exemplo, CRF12_BF, resultante da recombinação entre os subtipos B e F ou CRF02_AG resultante 

da recombinação entre os subtipos A e G, dentre outras. Essa propriedade do HIV representa mais 

um mecanismo que resulta no aumento de sua variabilidade genética. 

 A respeito de suas origens, 

sabe-se que uma grande subfamília 

de retrovírus relacionada ao HIV 

está presente em primatas não-

humanos, na África sub-sahariana. 

Todos os membros dessa subfamília 

de retrovírus possuem estrutura 

genômica semelhante, apresentando 

identidade em torno de 50%, além 

de todos apresentarem a 

capacidade de infectar linfócitos 

através do receptor CD4 (HIRSCH 

et al., 1986). Numerosos retrovírus 

de primatas não-humanos 

encontrados na África têm 

apresentado grande similaridade 

com HIV-1 e HIV-2. O vírus da 
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imunodeficiência símia (“simian 

immunodeficiency vírus” - SIV), que 

infecta uma subespécie de 

chimpanzés africanos, apresenta 

uma estrutura genômica em torno 

de 98% similar ao HIV-1, sugerindo 

que ambos evoluíram de uma 

origem comum (HIRSCH et al., 

1986; GAO et al., 1999). Muitas 

espécies de primatas estão 

infectadas com SIV na selva 

africana; entretanto, estes lentivírus 

de primatas não-humanos não são, 

em geral, patogênicos em seu 

reservatório natural (GAO et al., 

1999). Observações de que contatos 

entre estes primatas e humanos são 

comuns na África, uma vez que 

estes animais são caçados para uso 

na alimentação ou criados como 

animais de estimação, somadas ao 

fato de que os primeiros casos 

documentados, tanto do HIV-1 em 

1959, quanto de HIV-2, em 1986, 

ocorreram na África (ALAEUS et 

al., 2000), além da circulação de 

todos os tipos, grupos e subtipos do 

vírus neste continente, apontam 

para uma origem zoonótica do HIV 

ocorrida no continente africano. 

A história evolutiva do HIV-1 e HIV-2 tem sido reconstruída em grandes detalhes através da inferência 

de árvores filogenéticas de lentivírus de primatas. Através destas análises, foi descoberto que os dois vírus humanos são 

relacionados a diferentes SIVs e, por isso, têm origens evolutivas diferentes (Figura 1.6.1). Especificamente, o HIV-1 é 

mais estreitamente relacionado ao SIV cpz, que é encontrado em algumas subespécies de chimpanzé (Pan troglodytes 
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troglodytes e Pan troglodytes schweinfurthii) que habitam partes do Oeste equatorial e África Central respectivamente 

(GAO et al., 1999). O SIV cpz isolado de P. t. troglodytes é de maior interesse, pois é o mais estreitamente relacionado 

com o abundante grupo M do HIV-1. A localização geográfica do P. t. troglodytes também compreende a região da 

África que apresenta a maior diversidade genética de HIV-1, contendo os grupos M, N e O (RAMBAUT et al., 2004). 

Em contraste, o HIV-2 é mais estreitamente relacionado com o SIV sm, que é encontrado em grande abundância em 

macacos “sooty mangabey” (Cercocebus atys), os quais são mais freqüentes em regiões do Oeste da África, aonde o 

HIV-2 provavelmente emergiu (RAMBAUT et al., 2004). 

 Estudos de filogenia molecular também demonstraram que aconteceram muitos eventos 

independentes de transmissões entre primatas e humanos, uma vez que uma mistura de linhagens de 

HIV e SIV foi observada (Figura 1.6.1). Embora seja difícil determinar exatamente quantos eventos 

de transmissão ocorreram, para o HIV-2 este número deve ter sido no mínimo de quatro (HAHN et 

al., 2000), enquanto três eventos de transferência do chimpanzé para a espécie humana são 

estimados para explicar a atual diversidade do HIV-1, tendo os grupos M, N e O origens 

independentes (GAO et al., 1999). Entretanto, eventos de recombinação interespecífica, os quais 

devem ser comuns entre os lentivírus de primatas, complicam enormemente esta análise. Por 

exemplo, o grupo N do HIV-1 parece ser um recombinante entre uma cepa do SIV cpz e um vírus 

relacionado ao ancestral do grupo M (GAO et al., 1999), mas este evento ocorreu antes do 

estabelecimento do grupo M e N em humanos (RAMBAUT et al., 2004). 
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Figura 1.6.1: História evolutiva dos lentivírus de primatas. Adaptado a partir de Rambaut et al. (2004). 

 

 

 

1.7 Epidemiologia Molecular do HIV-1 

 Uma característica relevante do HIV-1 é a forma particular de dispersão dos diferentes subtipos nas 

diversas regiões geográficas (Figura 1.7.1). O subtipo B é o mais estudado e isso deve-se ao fato deste subtipo 

predominar nas epidemias da América do Norte, Europa e Austrália. Na África Central, todos os vírus do grupo M são 

encontrados, bem como os grupos O e N. No oeste da África predominam o subtipo A e a CRF02_AG, enquanto que 

nos países do leste, como Uganda, predominam os subtipos A e D. No sudeste e sul da África, como na África do Sul, 

Etiópia, Tanzânia, Malaui, Botsuana, Eritrea, Zâmbia, Namíbia e Somália, predomina o subtipo C. A epidemia de AIDS 

na Índia, assim como em outros países do sudeste da Ásia, é caracterizada pela predominância do subtipo C, mas a CRF 

AE é também importante, especialmente na Tailândia, juntamente com o subtipo B. Na América do Sul, o subtipo B 
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predomina, mas o subtipo F, bem como esporádicos casos de subtipo C, também ocorrem (revisto por ALAEUS et al., 

2000). 

 No Brasil, estudos da epidemiologia molecular do HIV-1 mostraram clara predominância do subtipo B, 

com a presença de subtipos adicionais, como o subtipo F (MORGADO et al., 1994), o subtipo C (WHO, 1994), o 

subtipo D (MORGADO et al., 1998a), o subtipo A (CARIDE et al., 2001), e dos recombinantes B/F e B/C (SABINO et 

al., 1994; GAO et al., 1996b; GUIMARÃES et al., 2001). Além destes genótipos, trabalhos de caracterização genotípica 

de isolados do subtipo B no Brasil descrevem uma variação na alça V3 do gene env, caracterizada por uma substituição 

do aminoácido prolina por triptofano (GPGRGWGR), discriminando uma variante chamada de B” (B brasileiro) 

(MORGADO et al., 1996). Dos vírus do subtipo B circulantes na região Sudeste, aproximadamente 40% foram 

descritos como correspondentes a variante B” (MORGADO et al., 1998a,b; COVAS et al., 1998). 

 Os subtipos do HIV-1 também apresentam dispersão diferenciada entre os diferentes grupos de risco e/ou 

modos de transmissão. Por exemplo, o subtipo B é predominantemente associado com as epidemias ligadas a usuários 

de drogas injetáveis e pessoas com comportamento homossexual no mundo Ocidental, enquanto a CRF01_AE e o 

subtipo C estão relacionados com a transmissão heterossexual na Tailândia, Índia e África subsaariana (WENIGER et 

al., 1994 KUNANUSONT et al., 1995; BURKE; MCCUTCHAN, 1996). Uma observação que possivelmente está 

relacionada com estas características da epidemiologia molecular do HIV-1 é a replicação mais eficiente do subtipo C e 

da CRF AE em células de Langerhans, importantes na transmissão heterossexual, comparados com o subtipo B (SOTO-

RAMIREZ et al., 1996). Entretanto, esta associação não foi confirmada em estudos posteriores (BALL et al., 2003; 

ARIEN et al., 2005). Por outro lado, a disseminação global dos subtipos de HIV-1 é um processo dinâmico, e 

associações entre modos de transmissão e subtipos são provavelmente devido a eventos históricos, como migrações, 

fatores sociais, comportamentais e econômicos associados provavelmente a fatores biológicos do hospedeiro e virais. 
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Figura 1.7.1: Distribuição mundial dos diferentes subtipos de HIV-1 do grupo M, grupo O e HIV-2. 

Adaptado a partir de Morgado et al. (2002) – revisado em fevereiro de 2006). 

 

 

 

1.8 Variabilidade Fenotípica do HIV-1 

As glicoproteínas do envelope do HIV medeiam a entrada do vírus na célula através da interação com os 

receptores celulares. Variações no gene que codifica estas proteínas resultam em interações diferenciadas entre as 

diversas cepas virais e os receptores nesta etapa do ciclo biológico do HIV. Em outras palavras, o alto grau de 

polimorfismo no gene env, resultante em grande parte de pressões seletivas exercidas pelo sistema imune (RICHMAN 

et al., 2003; WEI et al., 2003), está relacionado com diferentes comportamentos biológicos dos isolados virais. 

Algumas características relacionadas com o perfil biológico do vírus têm sido estudadas in vitro 

permitindo classificar os isolados virais de acordo com a cinética de replicação, tropismo celular, indução da formação 

de sincícios e uso preferencial dos receptores de quimiocinas. Foram observados dois comportamentos distintos de 

isolados virais cultivados quanto à taxa de replicação por período de tempo, sendo que alguns deles atingem altos títulos 

de replicação em curto período de tempo (vírus rápido/alto), enquanto outros se replicam de forma lenta, com baixa 

produção de títulos de p24 (vírus lento/baixo) (FENYO et al., 1988). Quanto ao tropismo celular, os vírus podem ser 

trópicos para células de linhagem T CD4+ (vírus linfocitotrópicos – TL) ou trópicos para monócitos/macrófagos (vírus 

monocitotrópicos – TM), não tendo sido observada nestes últimos replicação e efeito citopático in vitro em células 

tumorais T CD4+. Inúmeros isolados virais, entretanto, podem ser duplo-trópicos, com capacidade de replicar-se tanto 

em células tumorais de linhagem TCD4+ como também em macrófagos (BERGER et al., 1999) (vírus duplo-trópicos – 

DT), mas com eficiências de replicação diversas, dependendo do isolado em particular e do tipo de doador das células 
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(VALENTIN et al., 1994). Um terceiro sistema de classificação é baseado na habilidade do vírus em induzir a formação 

de sincícios (células gigantes) ao infectar células MT-2, podendo os isolados ser classificados como indutores (IS) ou 

não-indutores de sincício (NIS). Além disso, de acordo com o receptor de quimiocina utilizado, os isolados virais são 

classificados como vírus R5 para aqueles com capacidade de utilização do correceptor CCR5, X4 para aqueles que 

utilizam o CXCR4 e aqueles com capacidade de utilizar ambos os correceptores CXCR4 e CCR5 são denominados 

vírus R5X4 (BERGER et al., 1999). Em geral, existe uma associação entre estes diferentes sistemas de classificação das 

propriedades fenotípicas do HIV, na qual dois perfis principais são observados: isolados R5 são geralmente trópicos 

para macrófagos, não indutores de sincícios e se replicam mais lentamente do que os isolados X4, que são geralmente 

trópicos para células de linhagem T CD4+, levando à formação de sincícios em cultura nestas células (BERGER, 1997). 

Outra associação que tem sido demonstrada é a relação do fenótipo viral com a fase clínica da infecção, 

na qual, isolados R5 estão associados com a fase inicial assintomática, enquanto, cepas X4 são isoladas normalmente de 

indivíduos em fase avançada de AIDS (CONNOR et al., 1997). Os vários mecanismos envolvidos nesta seleção 

diferenciada de cepas virais em fase distintas da infecção ainda não são totalmente entendidos. A transmissão de vírus 

de um indivíduo para outro tende a resultar no estabelecimento de uma linhagem de vírus que utiliza preferencialmente 

o correceptor CCR5, a despeito de algumas vezes o transmissor estar caracterizado pela predominância da variante X4 

(CORNELISSEN et al., 1995; TSHERNING et al., 1998; CASPER et al., 2002). De fato, estudos indicam que a seleção 

de certas variantes do envelope pode ocorrer durante a transmissão sexual (SHIODA et al., 1991; ZHU et al., 1996). 

Esta seleção das cepas R5 em detrimento das variantes X4 pode estar em parte relacionada com o fato de células 

cervicais e do cólon apresentarem uma maior expressão de receptores CCR5 em relação à CXCR4 (ZHANG et al., 

1998). Além disso, o fenótipo CCR5+/CXCR4- das células de Langerhans, presentes no trato genital feminino, deve 

contribuir para este gargalo evolutivo (ZAITSEVA et al., 1997). O aumento da cinética de replicação viral que ocorre 

com o tempo de infecção, propicia o aparecimento de variantes virais com configurações genéticas distintas 

(quasispécies) que podem ser eventualmente capazes de utilizar diferentes correceptores (XIAO et al., 1998). Diversos 

estudos mostram que o declínio do número de células T CD4+ e a conseqüente progressão para a fase de AIDS estão 

relacionados com a emergência e predomínio de cepas capazes de utilizar o correceptor CXCR4 (SCHELLEKENS et 

al., 1992; SCHUITEMAKER et al., 1992; CONNOR et al., 1993). A mudança na utilização do correceptor, 

inicialmente descrita como mudança de um fenótipo não indutor de sincícios para um fenótipo indutor de sincícios, 

ocorre em pelo menos 50% dos indivíduos infectados com o subtipo B (KARLSSON et al., 1994), foi também descrita 

em indivíduos infectados com os subtipos A, D e CRF AE (BJORNDAL et al., 1997) e se correlaciona com uma taxa 

mais rápida de progressão para doença. Essa mudança provavelmente ocorre como conseqüência de pressões seletivas 

do ambiente hospedeiro. Entre estas possíveis forças ambientais estão prevalência de células com maior expressão da 

molécula CXCR4 em relação à CCR5 (VALENTIN et al., 1998), aumento dos níveis de β-quimiocinas bloqueando a 

entrada via correceptor CCR5 (MARGOLIS et al., 1998), susceptibilidade à anticorpos neutralizantes e ao ataque de 

CTLs e/ou propriedades intrínsecas dos isolados virais (PASTORE et al., 2004). 

As alterações moleculares associadas com a mudança R5 para X4 in vivo não são totalmente conhecidas, 

embora muitos trabalhos venham demonstrando forte relação entre o fenótipo viral in vitro e a seqüência genômica da 

terceira região variável (V3) do gene env (DE JONG et al., 1992; IVANOFF et al., 1992; CHAN et al., 1999; SHIMIZU 

et al., 1999) (Figura 1.3.3). O fragmento de 35 aminoácidos correspondente à alça V3 relaciona-se diretamente com o 

processo de ligação do vírus aos receptores celulares. Assim, variações genéticas nesta região, particularmente o 
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aumento da carga total de aminoácidos, estão associadas com a emergência do fenótipo IS e com a utilização do 

correceptor CXCR4 (DE JONG et al., 1992; SHIMIZU et al., 1999). Mais especificamente, a presença de um 

aminoácido neutro (freqüentemente uma serina (S)) na posição 11 e um aminoácido negativo (aspartato (D) ou 

glutamato (E)) nas posições 25 ou 29 relacionam-se com o fenótipo NIS, enquanto, contrariamente, a presença de um 

resíduo básico em uma destas posições, levando ao aumento da carga positiva da alça V3, pode mudar o fenótipo para 

IS (HOFFMAN et al., 2002). Além disto, esta região está relacionada com o escape à resposta imune humoral e é de 

particular importância para estudos de vacinas, uma vez que representa um dos principais epítopos de reconhecimento 

de anticorpos neutralizantes (GOUDSMIT et al., 1988). Foi demonstrado que a presença de açucares na glicoproteína 

gp120 alterando a sua conformação tridimensional exerce um papel importante no escape do vírus à neutralização por 

anticorpos (BACK et al., 1994; WEI et al., 2003). Assim, outra característica da alça V3 relacionada com o fenótipo 

viral IS é a perda de um sítio de N-glicosilação (NXS/NXT) nas posições 6 a 8 (LI et al, 2001; POLLAKIS et al., 2001), 

o que pode estar relacionado com o aumento da sensibilidade destes isolados à ação dos anticorpos neutralizantes. 

Ainda, o papel de outras regiões genômicas na determinação do fenótipo viral vem sendo também investigado, com 

alguns estudos demonstrando associação entre o comprimento e/ou a carga das regiões V1 e V2 com a utilização do 

correceptor e que estes fatores em cooperação com as características determinantes da alça V3 teriam influência 

também na capacidade de replicação do vírus (POLLAKIS et al., 2001). 

 Até o momento, não está claro se os diferentes genótipos de HIV possuem características fenotípicas 

distintas que levem a diferenças na transmissibilidade, infectividade e potencial patogênico. Entretanto, atualmente, 

inúmeros estudos vêm sendo feitos no intuito de se relacionar a variabilidade genotípica do HIV com suas propriedades 

biológicas. Entre as diferenças encontradas, está o uso quase exclusivo do receptor CXCR4 pelos vírus do subtipo D e 

contrariamente, a rara utilização deste correceptor pelas cepas do subtipo C, assim como o tropismo deste subtipo por 

células MT-2 (TSHERNING et al., 1998). Associado a utilização preferencial pelo CXCR4, um estudo demonstrou um 

aumento da taxa de declínio do número de células T CD4+ em indivíduos infectados com o subtipo D em comparação 

com o subtipo A (KALEEBU et al., 2001). Também tem sido descrito que os vírus do subtipo E são mais virulentos que 

os demais e que apresentam maior capacidade replicativa junto com o subtipo C em células de Langerhans comparados 

com o subtipo B (SOTO-RAMIREZ et al., 1996). Outros estudos mostram uma progressão para doença mais lenta em 

indivíduos infectados com vírus do subtipo A (KANKI et al., 1999; KALEEBU et al., 2001) e que pode haver 

diferenças significativas na carga viral no pico de viremia logo após a infecção em comparações entre os subtipos B e C 

(RINKE DE WIT et al., 2002) e entre os subtipos B e E (HU et al., 2001). Quanto à transmissibilidade, alguns estudos 

demonstraram diferenças na eficiência de transmissão perinatal, nos quais os subtipos A e C foram cerca de 4 e 6 vezes 

mais transmissíveis do que o subtipo D respectivamente (BLACKARD et al., 2001; RENJIFO et al., 2001). Além 

destas, foram também relatadas diferenças fenotípicas claras entre vírus dos grupos M e O. Por exemplo, enquanto a 

incorporação da isomerase celular ciclofilina A durante a formação dos vírions é necessária para a replicação de vírus 

do grupo M do HIV-1 e para o SIVCPZ, não o é para isolados do grupo O (BRAATEN et al., 1996). Alem desta 

diferença, um estudo demonstrou que um subgrupo filogeneticamente distinto de vírus do grupo O é resistente aos 

inibidores não-nucleosídeos da transcriptase reversa enquanto que os vírus do grupo M isolados de pacientes virgens de 

tratamento são normalmente susceptíveis a estes inibidores (DESCAMPS et al, 1995). 

1.9 O Subtipo C do HIV-1 
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Entre as diversas formas genéticas de HIV, o subtipo C do grupo M é atualmente a mais 

disseminada mundialmente, contribuindo com cerca de 56% de todas as infecções pelo vírus 

(ESPARZA; BHAMARAPRAVATI, 2000). Assim, este subtipo tem se tornado um dos principais 

alvos para o desenvolvimento de vacinas. O subtipo C foi primeiramente detectado na África do Sul 

e na Etiópia em amostras analisadas retrospectivamente de 1984 e 1986, respectivamente 

(JOHANSSON et al., 1995; ZACHAROVA et al., 1997) e especula-se que tenha se espalhado pelo 

sul do continente africano no final dos anos 1980 (DE OLIVEIRA et al., 2001). Atualmente, este 

subtipo está presente em todos os países do sul da África como África do Sul, Botsuana, Malaui, 

Zâmbia, Namíbia entre outros e também em alguns países do leste, como Tanzânia, Quênia e 

Etiópia, com algumas regiões apresentando taxas de prevalência acima de 40% da população adulta 

(RENJIFO et al., 1998; NEILSON et al., 1999; NOVITSKY et al., 1999; VAN HARMELEN et al., 

2001). Além da África, o subtipo C vem aumentando a sua participação no continente asiático, 

tendo dominado as epidemias da Índia (SHANKARAPPA et al., 2001), China e Israel 

(RODENBURG et al., 2001) e, na América do Sul, apresenta taxas crescentes no sul do Brasil 

(SOARES M. et al., 2003). Foi também demonstrado, em algumas destas regiões, o estabelecimento 

de cepas virais recombinantes envolvendo o subtipo C como variantes A/C na Zâmbia 

(SALMINEN et al., 1997), recombinantes C/D na Tanzânia (KOULINSKA et al., 2001) e 

recombinantes C/B na China (YANG et al., 2002) e no Brasil (GUIMARAES et al., 2002; 

BRINDEIRO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005). Em muitas destas regiões, a epidemia, hoje 

dominada pelo subtipo C, foi caracterizada previamente pela presença de outro subtipo (GAO et al., 

1998; RODENBURG et al., 2001; DE MARTINEZ et al., 2002). Assim, a rápida expansão e 

predomínio do subtipo C apontam para a hipótese de que os vírus deste subtipo devem apresentar 

vantagens adaptativas em relação aos vírus dos demais subtipos. Entretanto, provavelmente, a 

dispersão global do subtipo C é conseqüência de uma série de fatores virais associados a fatores do 

hospedeiro e socioeconômicos. 

Dada a sua importância no contexto da epidemia mundial de AIDS, diversos estudos 

envolvendo cepas do subtipo C vêm sendo desenvolvidos nos últimos anos, no intuito de investigar 

as possíveis diferenças entre esta e as outras formas genéticas de HIV e como estas diferenças 

poderiam se refletir em alterações na transmissão e patogênese. Existem evidências de que 

alterações genéticas específicas no promotor LTR do HIV-1 estão associadas a diferentes subtipos. 

Estudos de seqüências do genoma de espécimens do subtipo C mostraram a presença de um sítio 

adicional de ligação para o fator transcricional NF-B na região LTR (SALMINEN et al., 1996; 

CARR et al., 1996). Apenas dois sítios de ligação para NF-B foram identificados na maioria dos 
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subtipos, exceto para representantes do subtipo A e CRF AE, nos quais apenas um sítio para NF-B 

é geralmente observado (RODENBURG et al., 2001). Em contraste, quase todos os representantes 

do subtipo C que foram caracterizados possuíam três sítios de ligação para o NF-B 

(RODENBURG et al., 2001). Com base nesse achado, e em estudos de expressão de gene, os quais 

demonstraram aumento na atividade transcricional da região LTR de espécimens contendo três 

sítios para NF-B (MONTANO et al., 1997; NAGHAVI et al., 1999), têm sido especulado que a 

presença do terceiro sítio de ligação para este fator pode ser responsável por um aumento na taxa de 

transcrição gênica dos vírus do subtipo C e, conseqüentemente, estaria influenciando em uma 

vantagem replicativa destes vírus (BLACKARD et al., 1999; POLLAKIS et al., 2004). De fato, 

outros estudos descreveram aumento na transcrição induzida por tat e também na taxa de replicação 

viral relacionados com o sítio adicional de ligação para NF-B (MONTANO et al., 1997; 

JEENINGA et al., 2000; MONTANO et al., 2000). Em um destes estudos, Montano e 

colaboradores (2000) sugeriram que a aquisição deste sítio pode representar uma vantagem 

adaptativa em determinadas condições fisiológicas e potencialmente em regiões geográficas onde 

doenças sexualmente transmissíveis pró-inflamatórias que estimulam a via NF-B são prevalentes. 

De fato, as regiões geográficas dominadas pela epidemia do subtipo C correspondem, na maioria 

dos casos, a países em desenvolvimento caracterizados pela co-circulação de diversos patógenos 

humanos. Ainda, associado com a presença deste sítio adicional, foi demonstrado que vírus do 

subtipo C apresentaram uma resposta aumentada ao fator a de necrose tumoral (TNF-α) levando ao 

aumento da transcrição viral em relação à isolados do subtipo B contendo dois sítios para NF-B 

(MONTANO et al., 2000). O TNF-α parece desempenhar um papel importante como mediador 

crítico para expressão gênica do HIV-1 (MATSUYAMA et al., 1991) e provavelmente exerce 

influência na severidade da doença uma vez que tem sido reportado que pacientes em estágio 

avançado de AIDS apresentam níveis altos desta citocina (LAHDEVIRTA et al., 1988). Além 

disso, foi sugerido que TNF-α está relacionado com a transmissão viral, uma vez que, foi observado 

em altos níveis no fluido cervicovaginal de mulheres infetadas pelo HIV-1, especialmente quando 

outras doenças sexualmente transmissíveis estavam também presentes (SHA et al., 1997; 

ANDERSON et al., 1998; PLUMMER, 1998). 

Além disso, têm sido relatadas diferenças em algumas propriedades biológicas entre o 

subtipo C e os demais subtipos, como por exemplo, o uso preferencial do correceptor CCR5 

(PEETERS et al., 1999; CECILIA et al., 2000) mesmo em vírus isolados de pacientes em estágio de 

AIDS (ABEBE et al., 1999; BJORNDAL et al., 1999; MORRIS et al., 2001). Outros estudos têm 

demonstrado que, assim como o uso do correceptor CXCR4, o tropismo para células de linhagem 
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MT-2 parece raro entre amostras de subtipo C (TSHERNING et al., 1998). Esses dados sustentam 

as observações de que variantes indutoras de sincício (IS) não são geralmente encontradas entre 

indivíduos infectados com o subtipo C (PEETERS et al., 1999). Por outro lado, estudos mais 

recentes demonstraram a capacidade de alguns isolados do subtipo C de utilizar tanto o CCR5 como 

o CXCR4, assim como a capacidade desses isolados de induzir sincícios (JOHNSTON et al., 2003; 

CILLIERS et al., 2003). Ainda assim, um estudo molecular com base na região V3 da gp120 

mostrou que, comparando-se com os outros subtipos, esta região genômica tende a ser mais 

conservada e a ter menores cargas nos vírus do subtipo C, o que é consistente com o fenótipo 

R5/NIS (GASCHEN et al., 1999; POLLAKIS et al., 2004). 

Contradizendo os dados obtidos com os estudos do promotor LTR, diversos trabalhos recentes indicam 

que independentemente da etinicidade humana da célula hospedeira, isolados do subtipo C do HIV-1 possuem 

eficiência de replicação relativa (referido como “fitness” viral) significativamente menor (de 10 a 100 vezes) do que 

qualquer outro isolado do grupo M (BALL et al., 2003; POLLAKIS et al., 2004; ARIEN et al., 2005; MAROZSAN et 

al., 2005) tanto em PBMCs, como em linfócitos T CD4+ e em macrófagos. Por outro lado, como já foi mencionado, 

isolados do subtipos C demonstraram maior capacidade replicativa (SOTO-RAMIREZ et al., 1996) ou, pelo menos, 

valores de “fitness” semelhantes aos apresentados por isolados do subtipo B (BALL et al., 2003) em células de 

Langerhans. O “fitness” de um organismo é definido por sua capacidade replicativa em um dado ambiente 

(DOMINGO; HOLLAND, 1997). Quando o tamanho, a densidade e as taxas reprodutivas de uma população hospedeira 

são limitados, um parasita mais bem adaptado (com maior “fitness”) deve ser aquele que apresente virulência reduzida 

para assegurar a sobrevivência do seu hospedeiro e, conseqüentemente, a sua própria (ARIEN et al., 2005). Um método 

para medir o “fitness” viral relativo ex vivo que tem sido utilizado em vários estudos envolve competição entre duas ou 

mais linhagens virais em uma cultura de células, no qual o vírus com o maior “fitness” relativo seria aquele em maior 

abundância no final do experimento (NOVELLA et al., 1995; DOMINGO; HOLLAND, 1997; BALL et al., 2003; 

ARIEN et al., 2005; MAROZSAN et al., 2005). Diversos estudos mostram que mutações relacionadas com resistência a 

drogas reduzem a eficiência de replicação do HIV (HARRIGAN et al., 1998) e que o “fitness” ex vivo do HIV está 

diretamente relacionado com a taxa de progressão para doença (QUINONES-MATEU et al., 2000). Análises detalhadas 

das diversas etapas do ciclo de vida dos vírus durante os vários ensaios de competição entre isolados de HIV indicaram 

que o “vencedor” é geralmente determinado dentro de 8 a 24 horas após a exposição das células com os isolados e, 

portanto, sugerem que a competição entre pares de HIV-1 ocorre ao nível da eficiência de entrada na célula tendo as 

outras etapas do ciclo (transcrição reversa, integração e transcrição do RNAm viral) impactos menores no “fitness” dos 

isolados (BALL et al., 2003). Além disso, Marozsan e colaboradores (2005) argumentam que os estudos indicando um 

aumento na taxa replicativa de vírus do subtipo C relacionado com a LTR viral foram realizados através da inserção do 

fragmento LTR desses vírus em um esqueleto viral do subtipo B (MONTANO et al., 1997; NAGHAVI et al., 1999; 

JEENINGA et al., 2000; MONTANO et al., 2000) e que assim, diferentes LTRs não são suficientes para determinar 

diferenças no “fitness” viral (MAROZSAN et al., 2005). 

Entretanto, a relação entre o “fitness” ex vivo do HIV e a distribuição dos isolados na população humana é 

definitivamente mais complexa do que a simples correlação direta entre o fitness do vírus e a taxa de progressão para 

doença. O “fitness” in vivo de um vírus dentro da população humana é provavelmente relacionado tanto com a 



 

 XLIV 

eficiência como com a oportunidade de transmissão. Oportunidade é mais um fator do comportamento humano 

enquanto a eficiência pode ser afetada por atributos virais (ARIEN et al., 2005). 

O fato de isolados virais apresentarem diferentes eficiências de entrada a depender do 

tipo celular suporta a idéia de que a eficiência de entrada, fator determinante da eficiência 

replicativa, dos diferentes subtipos virais é modulada pela interação entre suas diferentes gp120 e os 

receptores presentes nas membranas celulares e que esta interação pode ser diferencialmente 

modulada em diferentes tipos de células. Por que um subtipo dominante possuiria um gene env que 

medeia uma entrada com baixa eficiência não está claro, mas, um fato interessante é que o gene env 

do subtipo C está retido em quase todas as CRF que envolvem este subtipo, isoladas em diferentes 

partes do mundo (PEETERS, 2000). Por exemplo, é encontrado na CRF07_BC e CRF08_BC da 

Índia, e na CRF10_CD da Tanzânia (KOULINSKA et al., 2001; YANG et al., 2002). Uma hipótese 

que tem sido sugerida a partir destes dados é que o subtipo C pode apresentar uma vantagem na 

capacidade de transmissão através de uma infecção eficiente nas células de Langerhans (BALL et 

al., 2003; ARIEN et al., 2005), mas que, seguindo-se à infecção inicial, teria uma capacidade 

replicativa diminuída nos linfócitos T CD4+ e assim levaria à uma progressão para doença mais 

lenta (BALL et al., 2003), o que corresponde à maior sobrevivência do hospedeiro humano e assim 

mais tempo para transmissão (BALL et al., 2003; QUINONES-MATEU et al., 2000). Dentro deste 

contexto, a seleção de cepas com menores cargas elétricas na alça V3 poderia estar representando a 

seleção de variantes virais com menor capacidade replicativa em linfócitos T CD4+ mas que 

apresentam maior probabilidade de serem transmitidas (POLLAKIS et al., 2004). 

Outras características peculiares dos vírus do subtipo C que têm sido correlacionadas 

com a maior disseminação desta em comparação com as demais formas genéticas do HIV são: 

cargas virais mais elevadas em determinados compartimentos, o que pode estar relacionado com o 

maior nível de transmissão deste subtipo (JOHN et al., 1998); associado à isto foi relatado um 

aparente aumento na transmissão in útero de vírus do subtipo C (ZIJENAH et al., 1998); uma 

enzima protease com maior atividade catalítica em comparação com os demais subtipos 

(VELAZQUEZ-CAMPOY et al., 2001); uma inserção de 5 aminoácidos no domínio 

transmembrana da proteína Vpu (McCORMICK-DAVIS et al., 2000); e uma proteína Rev 

prematuramente truncada (GAO et al., 1998; RODENBURG et al., 2001). 

 

1.10 O Subtipo C no Brasil 
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Devido à grande extensão do território brasileiro, têm sido identificadas diferenças no 

padrão de distribuição dos subtipos entre as regiões geográficas. Na região Norte, foram observadas 

proporções equivalentes dos subtipos B e F (VICENTE et al., 2000) enquanto na região Sudeste o 

subtipo B predomina (aproximadamente 85%), seguido pelo subtipo F (cerca de 10% a 15%) 

(MORGADO et al., 1998a, 2002; TANURI et al., 1999) além de registros de casos isolados de 

subtipo C (DUMANS et al., 2002; TURCHI et al., 2002; COUTO-FERNANDEZ et al., 2005). Nas 

regiões Nordeste (COUTO-FERNANDEZ et al., 1999; GADELHA et al., 2003) e Centro-Oeste 

(STEFANI et al., 2000), foi observada uma clara predominância do subtipo B (acima de 90%), com 

limitados casos dos subtipos F e C respectivamente. Entretanto, estudos recentes da epidemiologia 

molecular da região Sul do país, têm demonstrado um padrão de distribuição dos subtipos de HIV-1 

contrastante com aquele verificado para as outras regiões geográficas do Brasil, os quais relatam a 

diminuição da prevalência do subtipo B (cerca de 50% a 60%) acompanhada do aumento de 

subtipos não-B, particularmente do subtipo C, que apresenta freqüência de cerca de 30%, bem como 

de subtipos recombinantes (BRINDEIRO et al., 2003). Considerando-se isoladamente o estado do 

Rio Grande do Sul, o contraste é ainda maior e a prevalência encontrada para o subtipo C é de cerca 

de 45% a 58% (SOARES M. et al., 2003), ou seja, as prevalências dos subtipos B e C vêm 

igualando-se nesta região do Brasil. 

Estima-se que o subtipo C tenha sido introduzido no Brasil por volta de 1990 (SALEMI 

et al., 2005). Este subtipo foi primeiramente detectado em amostras de indivíduos infectados pelo 

HIV-1 oriundas das cidades de São Paulo de Porto Alegre obtidas entre 1991 e 1992. Soares M. e 

colaboradores (2003), com base no estudo de seqüências da polimerase, sugeriram que a entrada do 

subtipo C no país ocorreu através de uma única linhagem viral. Desde então o número de casos 

envolvendo este subtipo vem aumentando, principalmente na região sul aonde as taxas de 

prevalência são crescentes. Entretanto, estudos envolvendo a caracterização de cepas do subtipo C 

circulantes no Brasil são escassos e limitados principalmente à região pol do genoma viral. Até 

agora, nenhum estudo envolvendo caracterização biológica de isolados brasileiros do subtipo C foi 

realizado. 

 

1.11 Racional 

A grande variabilidade 

genética do HIV-1 levando à uma 

intensa diversidade de 
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comportamentos biológicos dos 

isolados virais se constitui como o 

principal obstáculo para a 

eficiência do funcionamento do 

sistema imune do hospedeiro bem 

como para o desenvolvimento de 

vacinas e terapias universais. 

Infelizmente, até o momento, não 

está claro como alterações 

genéticas virais se traduzem em 

alterações comportamentais, mas 

provavelmente, através desta busca, 

muitas respostas a respeito da 

patogenia da infecção pelo HIV 

poderão ser alcançadas. Dentro 

deste contexto, o isolamento de 

vírus com diferentes genótipos pode 

contribuir para estudos futuros a 

respeito do funcionamento 

biológico do vírus além de 

representar matéria-prima para 

testes de vacinas e terapias e para 

uma variedade de tópicos ainda não 

endereçados. Estudos de 

caracterização biológica de 

isolados de HIV-1 podem se 

constituir como ferramenta 

importante para a identificação de 

respostas imune subtipo-específicas 

e para a adoção de métodos 

terapêuticos adequados. Por 

exemplo, a classificação do fenótipo 

viral é importante para o 

prognóstico de progressão para 
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doença, para a avaliação de drogas 

antivirais, e para estudos de 

transmissão (TERSMETTE et al., 

1989; KOOT et al., 1993; 

KARLSSON et al., 1994). A 

mudança de um fenótipo R5/NIS 

para um fenótipo X4/IS tem sido 

descrita como um marcador de 

doença em indivíduos infectados 

pelo HIV-1 (GLUSHAKOVA et al., 

1998). Entretanto, a maioria destes 

estudos envolveu isolados do 

subtipo B e assim não está 

esclarecido até que ponto 

características biológicas tem o 

mesmo valor prognóstico em 

pacientes infectados com subtipos 

não-B. Somando-se à estes 

obstáculos, os padrões 

diferenciados de disseminação 

geográfica dos diversos subtipos, 

pode-se notar a relevância do 

estudo molecular e biológico do 

HIV-1 para o melhor entendimento 

a respeito de suas propriedades, 

como transmissibilidade, 

infectividade, velocidade de 

progressão para a AIDS, além da 

geração de conhecimento que 

contribua para apoiar a escolha 

adequada de futuros produtos 

vacinais anti-HIV/AIDS. 

 Estudos recentes de 

caracterização molecular do HIV-1 
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demonstraram que a epidemia no 

Brasil vem sofrendo mudanças no 

padrão de distribuição geográfica 

dos subtipos, com o subtipo C 

assumindo taxas de prevalência 

cada vez maiores, principalmente 

na região Sul, onde varia entre 25% 

e 45% nos estados do Paraná e Rio 

Grande do Sul, respectivamente 

(BRINDEIRO et al., 2003). Apesar 

de sua recente expansão no Brasil, 

as altas taxas de prevalência do 

subtipo C do no sul do país fazem 

com que a população desta região, 

com epidemiologia molecular 

peculiar, se torne um importante 

alvo para o programa de vacinas do 

Ministério da Saúde. A região Sul é 

responsável por aproximadamente 

20% das infecções do país 

(MINSTÉRIO DA SAÚDE, 2005) e 

a cidade de Porto Alegre apresenta 

o maior número de infecções pelo 

subtipo C do país, com cerca de 

45% de prevalência (BRINDEIRO 

et al., 2003). Esta cidade é o 

principal sítio no Brasil, e talvez um 

dos poucos no mundo, onde um 

grande número de indivíduos 

infectados pelo subtipo C do HIV-1 

é tratado e acompanhado (SOARES 

E. et al., 2003). No entanto, o 

número de estudos envolvendo o 

subtipo C é ainda muito limitado 
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quando se considera este perfil 

epidemiológico atual. Até o 

momento, esforços envolvendo a 

geração de seqüências brasileiras 

do subtipo C se basearam 

principalmente no gene da 

polimerase (BRINDEIRO et al., 

2003; SOARES M. et al., 2003; 

RODRIGUES et al., 2005). 

Levando-se em conta a importância 

do subtipo C na epidemia mundial 

de AIDS, e ainda, seu papel cada 

vez mais notório na epidemia do 

Brasil, tornam-se de extrema 

relevância estudos mais detalhados 

a respeito das propriedades 

biológicas e moleculares deste 

subtipo, para elucidar se este 

realmente difere dos demais 

subtipos do grupo M. 

Além disso, o aumento 

na participação de diferentes 

subtipos de HIV-1 na epidemia de 

AIDS do país aumenta a 

probabilidade de ocorrência de co-

infecção com vírus geneticamente 

diversos e assim contribui de forma 

significativa para o surgimento de 

vírus recombinantes que podem 

eventualmente ser resistentes às 

terapias atualmente no mercado 

e/ou escapar aos testes sorológicos 

para a detecção do vírus. Os 

métodos de classificação do subtipo 
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de HIV-1 que utilizam a 

caracterização genética de um 

único fragmento genômico como, 

por exemplo, a região do envelope 

viral, não permitem a detecção de 

genomas mosaicos do HIV e podem, 

desta forma, estar representando 

um perfil epidemiológico não 

totalmente fidedigno. Portanto, a 

identificação destas variantes 

virais, através de caracterização 

molecular de mais de uma região 

genômica, se torna igualmente 

importante para a manutenção da 

vigilância da epidemia no país, bem 

como para a reavaliação de 

medidas imunoprofiláticas e 

terapêuticas. 

 

 

2. OBJETIVOS 

2.1 Gerais: 

a) Investigar o comportamento biológico e características moleculares de isolados do subtipo C do HIV-1 

circulantes no Brasil. 

 

2.2 Específicos: 

a) Determinar os subtipos de HIV-1 em um grupo de indivíduos infectados, acompanhados no Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre. 

b) Investigar a origem e a relação filogenética das amostras com base nas seqüências nucleotídicas dos genes gag 

e env. 
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c) Realizar a caracterização biológica de isolados contendo seqüências do subtipo C, através da avaliação da 

capacidade de infectar células de linhagem T CD4+, da capacidade de replicação em macrófagos primários e 

da utilização dos receptores de quimiocinas, e comparar com o polimorfismo genético viral. 

d) Investigar a ocorrência de vírus recombinantes na população estudada e comparar esta variabilidade 

genotípica com o comportamento biológico. 

e) Efetuar a identificação de características moleculares nos genes gag e env de vírus do subtipo C circulantes no 

Brasil, comparando com seqüências do subtipo C de diversas regiões geográficas do mundo e com seqüências 

de vírus do subtipo B circulantes no Brasil. 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Amostras clínicas 

Uma amostra de conveniência foi obtida a partir do sangue proveniente de 22 

indivíduos infectados pelo HIV-1, atendidos no Serviço da Unidade de Doenças Infecciosas do 

Hospital de Clinicas de Porto Alegre da Universidade Federal do Rio Grande do Sul - POA, com 

consentimento informado, aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) local, e enviadas para 

o Laboratório Avançado de Saúde Pública (LASP)/CPqGM/FIOCRUZ - Salvador-BA, para 

processamento. Foram colhidos cerca de 20ml de sangue de cada paciente, coletado por punção 

venosa a vácuo (Vacuntainer) com EDTA, para isolamento viral, extração do DNA e determinação 

do subtipo viral através de seqüenciamento dos genes gag e env. 

 

3.2 Células Mononucleares do Sangue Periférico – PBMCs 

 As células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de doadores normais foram 

obtidas a partir de bolsas de sangue frustras ou concentrados de células (“buffy coat”) doados pelo 
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Hemocentro da Bahia – HEMOBA. Durante a triagem dos doadores, o sangue doado foi testado 

para a presença de HIV-1 (ELISA), HTLV-I/II (ELISA), sífilis (ELISA e VDRL), doença de chagas 

(ELISA) e hepatites (ELISA). As PBMCs foram purificadas através de centrifugação em gradiente 

de histopaque (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) e ressuspensas para uma concentração 

entre 1,5 a 2x106 células/ml, em garrafas plásticas de 25cm2 (Costar Co, Cambridge, MA, USA) em 

meio RPMI 1640 (HyClone, Logan, UT, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(HyClone, Logan, UT, USA), HEPES (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA), penicilina-

estreptomicina (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) e 2ug/ml de fitohemaglutinina (PHA) 

(Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA). As células foram mantidas em cultura em estufa 

úmida a 37oC, 5% de CO2 durante 2 dias para a ativação inespecífica dos linfócitos. Após este 

período as células foram então lavadas com solução salina tamponada com fosfato (PBS – 

“Phosphate Buffered Saline”) e adicionadas a novo meio de cultura RPMI (HyClone, Logan, UT, 

USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (HyClone, Logan, UT, USA), HEPES (Sigma 

Chemicals Co., St. Louis, MO, USA), penicilina-estreptomicina (Sigma Chemicals Co., St. Louis, 

MO, USA) e 5U/ml de IL-2 recombinante (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA), 

incubando-se a 5% de CO2 e 37oC. Durante a separação das PBMC dos pacientes HIV-1+, obtidas 

pelo mesmo método, foram também coletadas frações importantes do sangue tais como plasma e 

células criopreservadas. 

 

3.3 Isolamento e expansão viral 

O isolamento viral foi realizado de acordo com o método recomendado pela Organização Mundial de 

Saúde (WHO guideline 1994). Cerca de 2x106 PBMCs de cada paciente foram co-cultivadas com 8x106 PBMCs de 2 

doadores normais, previamente estimuladas com PHA (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) (PHA-PBMC) em 

garrafas plásticas de 25cm2 (Costar Co, Cambridge, MA, USA) em meio RPMI 1640 (HyClone, Logan, UT, USA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (HyClone, Logan, UT, USA), HEPES (Sigma Chemicals Co., St. Louis, 

MO, USA), penicilina-estreptomicina (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) e 5U/ml de IL-2 recombinante 

(Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA). As culturas foram mantidas em estufa úmida a 37oC, 5% de CO2. A cada 

sete dias, PHA-PBMCs de doador normal foram adicionadas às culturas. A replicação viral foi avaliada nos 

sobrenadantes de cultura, a cada sete dias, pela dosagem de antígeno p24 (Ag p24) em ensaio imunoenzimático 

comercial (ELISA; ZeptoMetrix Corporation, NY, USA), de acordo com as instruções do fabricante. Os sobrenadantes 

positivos foram aliquotados e estocados a -70ºC. 

Para a obtenção de uma maior concentração viral, 107 PHA-PBMCs de doadores normais foram 

infectados com 1ml de cada sobrenadante positivo de HIV e incubados por 3 horas a 37oC, 5% de CO2. Em seguida as 

células foram ressuspensas em meio de cultura, como descrito anteriormente, e cultivadas em placas de 24 poços, 



 

 LIII 

dispensando-se 2ml (cerca de 1ng/ml de Ag p24) da suspensão celular em cada poço. A cada 7 dias, durante 2 semanas, 

os sobrenadantes foram colhidos e estocados a -70oC e as culturas re-alimentadas com 1ml de meio fresco e 0,5x106 de 

PHA-PBMCs de doador normal. A replicação viral foi avaliada como descrito anteriormente. 

 

3.4 Avaliação da capacidade replicativa em macrófagos humanos primários 

Macrófagos humanos derivados de monócitos foram obtidos por aderência em plástico, a partir de PBMC 

de doador normal. Três a 4x106 PBMCs foram dispensadas em poços de placas de 24 poços (Falcon) em 1ml de meio 

RPMI 1640 (HyClone, Logan, UT, USA) sem soro e incubadas durante 60 minutos a 37oC e 5% de CO2. A seguir, as 

células foram lavadas vigorosamente por 4 vezes com PBS à 37oC. As células em suspensão foram desprezadas, e os 

monócitos aderentes foram mantidos em cultura com meio RPMI 1640 (HyClone, Logan, UT, USA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (HyClone, Logan, UT, USA), HEPES e penicilina-estreptomicina, durante 6 a 7 dias para 

diferenciação em macrófagos. A pureza da população de macrófagos foi avaliada pela medida do número de células 

positivas para o marcador CD16. Para isto, as células aderentes foram destacadas e incubadas com anticorpos 

monoclonais anti-CD3 (Caltag, Burlingame, CA) e anti-CD16 (SouthernBiotech, Birmingham, AL) marcados com 

fluoresceína isoticianato (FITC) e phicoeritrina (PE) respectivamente. A pureza de macrófagos nas culturas, avaliada 

por citometria de fluxo em aparelho EPICS ALTRA (Beckman Coulter, Hialeah, FL), foi superior a 90%. Para verificar 

a capacidade dos isolados virais em replicar em macrófagos humanos, estas células foram expostas aos sobrenadantes 

positivos para HIV-1 (5 a 10ng/ml de Ag p24), nas placas de 24 poços durante 8 a 12 horas, num volume final de 500l 

a 37oC e 5% CO2. Em seguida, as células foram lavadas com RPMI ou PBS a 37oC para remoção do vírus residual, e 

mantidas em meio como descrito. Sobrenadantes de cada poço foram coletados a cada 7 dias, durante 3 a 4 semanas e 

estocados a -70oC para posterior análise da replicação viral. Os isolados Ba-L (trópico para CCR5) e III-B (trópico para 

CXCR4) (doações de Michael A. Norcross (CBER/FDA, Bethesda, MDO) e de Eva Maria Fenyö (Universidade de 

Lund, Suécia), respectivamente) foram utilizados como controles positivo e negativo para o crescimento viral, 

respectivamente. A replicação viral foi medida nos sobrenadantes de cultura pela detecção dos níveis de Ag p24 através 

de teste imunoenzimático comercial (ELISA; ZeptoMetrix Corporation, NY, USA) de acordo com instruções do 

fabricante. Os vírus foram testados em células de pelo menos 3 doadores diferentes. 

 

3.5 Avaliação da capacidade replicativa em células de linhagem T CD4+ 

Células de linhagem T CD4+ MT-2, SUPT-1 e PM-1 foram mantidas com RPMI 1640 (HyClone, Logan, 

UT, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (HyClone, Logan, UT, USA), HEPES (Sigma) e penicilina-

estreptomicina (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO, USA) a 37oC e 5% de CO2. O meio de cultura foi renovado 2 a 3 

vezes por semana. Com o objetivo de analisar se os isolados virais eram formadores ou não de sincícios nas células MT-

2, SUPT-1 e PM-1, as mesmas foram expostas aos sobrenadantes positivos para HIV-1. 5x104 células foram 

dispensadas em cada poço de placas de 96 poços (Falcon), observando-se um volume final de 200l/poço e uma 

concentração entre 5 a 10ng/ml de Ag p24. A formação de sincícios foi examinada por observação microscópica, após 2 

a 3 dias de infecção. Os isolados Ba-L e III-B (não indutor de sincícios e indutor de sincícios respectivamente) foram 
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utilizados como vírus-controle para a formação ou não de sincícios. Cada isolado foi testado em triplicata em três 

ensaios distintos. As células MT-2 e SUPT-1 expressam nas suas membranas celulares a molécula CXCR4, mas não 

expressam a molécula CCR5, enquanto as células PM-1 são positivas para ambos os receptores. Assim, os dois 

primeiros tipos celulares são permissivos apenas à infecção por vírus trópicos para CXCR4 enquanto as células PM-1 

podem ser infectadas por vírus trópicos para qualquer dos dois receptores. 

 

3.6 Analise da utilização do receptor de quimiocina 

As células astrocíticas de mega-glioblastoma U87MG, transfectadas para a expressão de CD4 e de um dos 

receptores de alfa e beta-quimiocinas simultaneamente (U87-CD4-CXCR4 ou U87-CD4-CCR5, respectivamente) foram 

cultivadas com meio Dulbecco’s (HyClone, Logan, UT, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino e penicilina-

estreptomicina em garrafas plásticas de 25cm2, a 37oC e 5% de CO2. As células positivas apenas para a expressão de CD4 

foram tratadas com o antibiótico de seleção geneticina (G418) e aquelas positivas para a expressão simultânea de CD4 e 

receptor de quimiocina foram tratadas adicionalmente com o antibiótico de seleção puromicina. Duas a três vezes por semana, 

de acordo com o crescimento celular, 50% das células eram congeladas e estocadas à -70oC e as demais, realimentadas com 

meio fresco como descrito. Para investigar o tropismo dos isolados virais para os receptores de quimiocinas, estas células 

foram removidas através do contato das garrafas com gelo, seguido de remoção mecânica, sendo então transferidas para placas 

de 96 poços (Falcon) numa concentração de 2x104 células em 200l de meio por poço e mantidas em repouso durante 12 

horas. Em seguida, os sobrenadantes positivos para HIV-1 foram adicionados às células (10ng/ml de Ag p24). Após 8 a 12 

horas as células foram lavadas com PBS à 37oC para a remoção do vírus residual, e realimentadas com meio fresco como 

descrito. O uso dos correceptores foi identificado após 7 a 10 dias de infecção, através de observação microscópica do efeito 

citopático. Os isolados Ba-L (trópico para CCR5) e III-B (trópico para CXCR4) foram utilizados como vírus-controle. Cada 

isolado foi testado em triplicata em três ensaios distintos. 

 

 

3.7 Extração de DNA genômico 

A extração do DNA das PBMCs foi realizada através do método de extração da Qiagen (QIAamp DNA 

minikit, Qiagen, Hilden, Düsseldorf, Alemanha) conforme instruções do fabricante. Em resumo, esse método de 

extração do DNA envolve primeiramente a lise das membranas celulares através de centrifugação em tampão 

apropriado e a adsorção das moléculas de DNA através de uma coluna contendo membrana de sílica-gel com 

propriedades seletivas. As condições de salinidade e pH no lisado asseguram que moléculas de proteína e outros 

contaminantes e impurezas, que podem inibir a reação em cadeia da polimerase (PCR), não fiquem retidas na 

membrana da coluna. 

 

3.8 Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 
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A amplificação de fragmentos dos genes gag e env foi realizada através da reação em cadeia da 

polimerase (PCR). As reações foram realizadas em duas etapas (PCR “nested”). Para a região gag, foram utilizados os 

inicializadores H1G777 (5’-TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG-3’) e H1P202 (5’-

CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT-3’) na primeira etapa e H1Gag1584 (5’-AAAGATGGATAATCCTGGG-3’) e 

G17 (5’-TCCACATTTCCAACAGCCCTTTTT-3’) na segunda etapa (HEYNDRIKX et al., 2000), resultando na 

amplificação de um fragmento de aproximadamente 450 pares de bases (pb) que compreende a porção final da proteína 

p24 e a porção inicial da proteína p7 (Figura 3.8.1). Os inicializadores da primeira etapa na PCR env foram os ED5 (5’-

ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG-3’) e ED12 (5’-AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG-3’) que 

amplificam 1200 pb da região V1-V5 do envelope do HIV-1. Para a segunda etapa, foram utilizados os inicializadores 

ED31 (5’-CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG-3’) e ED33 (5’-TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC-3’) 

que amplificam cerca de 550 pb da C2-C3 e alternativamente, para aquelas amostras que não puderam ser amplificadas 

com ED31/ED33, foram utilizados os inicializadores ES7 (5’-

TGTAAAACGACGGCCAGTCTGTTAAATGGCAGTCTAGC-3’) e ES8 (5’-

CAGGAAACAGCTATGACCCACTTCTCCAATTGTCCCTCA-3’) que amplificam cerca de 700 pb da região V3-V5 

(DELWART et al., 1993) (Figura 3.8.1). Cada reação foi realizada num volume de 50l contendo 10 mM Tris-HCl (pH 

9.0), 50 mM KCl, 10 mM de cada deoxinucleosídeo-trifosfato (dNTPs) (Promega, Madison, WI, USA), 10 pmol de 

cada inicializador, 62,5 mM MgCl2 e 2,5 U de Taq polimerase (Promega, Madison, WI, USA). O volume de DNA 

utilizado foi estabelecido de acordo com a concentração de cada amostra, de forma a utilizar-se cerca de 1g na 

primeira etapa da reação. Para a segunda etapa, foram utilizados de 2 a 5l do produto da primeira etapa da reação. 

Foram utilizados, na primeira e na segunda fase da PCR, um tubo como controle negativo para verificar o aparecimento 

de possíveis contaminações e um tubo como controle positivo contendo DNA extraído a partir de células tumorais PM-

1 cronicamente infectadas com o vírus de laboratório Ba-L. As reações foram realizadas no termociclador Perkin-Elmer 

9600 e consistiram, para gag, de um ciclo de 94C (2min), seguido de 35 ciclos de 94C (30seg), 50C (30seg), 72C 

(90seg), com 7 minutos de extensão a 72C no último ciclo e para env de três ciclos de 94C (1min), 55C (1min), 72C 

(1min), seguido de 32 ciclos de 94C (15seg), 55C (45seg), 72C (1min), com 10 min. de extensão a 72C no último 

ciclo. Para verificar o sucesso da amplificação, os produtos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1% em 

tampão TAE e corado com brometo de etídio. 

 



 

 LVI 

       

 

 

 

 

 

 

Figura 3.8.1: Esquema dos fragmentos dos genes gag e env amplificados na PCR. 

 

3.9 Purificação e Seqüenciamento 

 Os produtos de PCR amplificados foram purificados utilizando-se o kit de purificação da Qiagen 

(QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, Hilden, Düsseldorf, Alemanha), conforme instruções do fabricante. 

Resumidamente, o sistema de purificação é feito através de uma coluna contendo membrana de sílica-gel com 

propriedades seletivas, as quais promovem a adsorção das moléculas de DNA e a remoção de contaminantes e 
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impurezas. Para verificar o sucesso da purificação e a quantificação do produto amplificado, estes foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 2% em tampão TAE e corados com brometo de etídio. Após a purificação, estes 

fragmentos foram submetidos à reação de sequenciamento no termociclador Perkin-Elmer 9600, utilizando-se o kit 

BigDye Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer Applied Biosystems Division, Foster City, CA), que consta de 

dNTPs, além de dideoxinucleosídeos-trifosfato (ddNTP) marcados com fluorescência de diferentes padrões de cor e da 

enzima Taq polimerase. Foram utilizados os mesmos inicializadores da segunda etapa da PCR (H1Gag1584/G17 para 

gag e ED31/ED33 ou ES7/ES8 para env). Duas reações foram realizadas para cada amostra, cada uma contendo 1l (5 

pmoles/l) de um dos inicializadores, 2l de BigDye, 3l do tampão do kit (80 mM Tris-HCl, 2 mM MgCl2), 3l da 

amostra purificada (50 a 100ng/l) e 11l de água destilada. A termociclagem consistiu de 25 ciclos de 96C (10seg), 

50C (5seg), e 60C (4min). Os produtos foram precipitados com etanol (70%) e posteriormente desnaturados a 96C 

por 2 minutos, sendo então, sequenciados no sequenciador automático Perkin-Elmer/ABI 3100 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA) de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.10 Análises Filogenéticas 

 

 3.10.1 Determinação do subtipo das amostras 

 As seqüências geradas foram submetidas à análise filogenética para a determinação do subtipo de HIV-1. 

Uma seqüência consenso de cada amostra foi obtida, através do alinhamento das duas seqüências complementares 

geradas, através do software DNASTAR (BURLAND, 2000) e manualmente editada de acordo com os seus 

eletroferogramas. Estas seqüências consenso foram alinhadas junto com amostras de referência de todos os subtipos e 

principais formas recombinantes do grupo M do HIV-1 obtidas no banco de dados de Los Alamos (PEETERS, 2000; 

http://hiv-web.lanl.gov) utilizando-se o programa CLUSTAL-X (THOMPSON et al., 1997). Seqüências genômicas do 

vírus da imunodeficiência símia (CIVCG) foram utilizadas como grupo externo. O alinhamento gerado foi 

manualmente editado utilizando o programa GENEDOC (NICHOLAS et al., 1997). As inferências filogenéticas foram 

realizadas pelos métodos “neighbor-joining” (NJ) e máxima verossimilhança (“Maximum Likelihood”-ML), utilizando-

se como modelo de substituição de nucleotídeos o GTR + proporção de sítios invariáveis (I) + distribuição gama (G) 

para gag e o TVM+I+G para env implementados no programa PAUP* versão 4.02a (SWOFFORD, 1999). A sustenção 

dos agrupamentos nas árvores foi determinada através do cálculo de “bootstrap” baseado em 1000 reamostragens. As 

árvores foram visualizadas utilizando-se o programa TreeView (PAGE, 1996). Os resultados de subtipo das amostras 

foram confirmados utilizando-se a ferramenta de subtipagem “on line” REGA HIV-1 

(http://lasp.cpqgm.fiocruz.br/subtypetool/html/subtyping.html) (DE OLIVEIRA et al., 2005). As seqüências geradas 

neste trabalho foram enviadas ao banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nih.gov/Genbank/) onde foram registradas 

sob os números de acesso DQ358756 a DQ358798 e DQ394366. 

 

 3.10.2 Análise intra-subtipo C 

 Posteriormente, foi realizada uma análise das relações filogenéticas intra-subtipo C 

através da montagem de um banco de dados formado exclusivamente por amostras do subtipo C, 

incluindo as seqüências obtidas neste estudo, além de seqüências previamente caracterizadas do 

Brasil e de diversos países da Ásia e da África como Índia, China, Israel, Tanzânia, Zâmbia, 

http://hiv-web.lanl.gov/
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Etiópia, África do Sul, Quênia, Botsuana e Malaui (GAO et al., 1996a; BLACKARD et al., 1999; 

NEILSON et al., 1999; NOVITSKY et al., 1999; RODENBURG et al., 2001; VAN HARMELEN 

et al., 2001; SANABANI et al., 2006). Seqüências do grupo O do HIV-1 foram utilizadas como 

grupo externo. As seqüências foram alinhadas e as árvores filogenéticas foram construídas 

utilizando-se a mesma metodologia descrita acima, tendo o modelo de substituição de nucleotídeos 

TVM+I+G sido escolhido tanto para as inferências filogenéticas da região gag como para as 

análises da região env.  

 

 3.10.3 Determinação da diversidade genética 

 As distâncias genéticas médias (estimativa do número real de substituições entre táxons) entre as 

seqüências dentro dos diferentes grupos geográficos do subtipo C e de um grupo formado por seqüências brasileiras do 

subtipo B foram calculadas utilizando-se o método de distância Kimura-2-parâmetros (considera freqüência igual de 

bases e que a taxa de transições é diferente da taxa de transversões) (KIMURA, 1980) implementado no programa 

MEGA versão 2.0 (KUMAR et al., 2001). 

 

 3.10.4 Análise das seqüências de aminoácidos 

As seqüências nucleotídicas foram traduzidas em seqüências de aminoácidos através do programa 

GENEDOC (NICHOLAS et al., 1997), e estas foram analisadas no programa BIOEDIT (HALL 1999) quanto a 

presença de assinaturas e comparadas a seqüências consenso mundiais dos subtipos B e C obtidas no banco de dados de 

Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov). A presença de sítios com funções biológicas importantes como os de N-

glicosilação, de ligação para glicosaminoglicanas, de fosforilação da proteína quinase C (PKC), de fosforilação da 

caseína quinase II e de amidação foi investigada através da ferramenta Prosite implementada no GENEDOC 

(NICHOLAS et al., 1997). Seqüências consenso de cada grupo geográfico do subtipo C e dos grupos de seqüências dos 

subtipos B e F foram obtidas através do programa BIOEDIT (HALL, 1999). 

 

 3.10.5 Análise de recombinação 

 Amostras que foram classificadas em subtipos diferentes nas duas regiões genômicas tiveram suas 

seqüências gag e env reunidas em um único arquivo no formato fasta, resultando em um fragmento de cerca de 1000 pb. 

Este fragmento foi então submetido à análise de recombinação através do método “Bootscanning” implementado no 

programa SIMPLOT (SALMINEN et al., 1995). Este método consiste na aplicação de técnica de “bootstrap” 

(reamostragem aleatória) em segmentos consecutivos do genoma [por exemplo, segmentos de 300 pb a cada 20 pb 

(valor do passo)]. Cada amostra-teste é analisada individualmente através da comparação do grau de relação (expresso 

como valor de bootstrap) com amostras de referência de todos os subtipos e principais CRFs do grupo M. O resultado é 

um gráfico onde o eixo X significa posição na seqüência, e o eixo Y significa valores de “bootstrap” para cada 

segmento. Cada ponto significa um novo segmento que é movido pelo valor do passo. Em cada segmento, a amostra de 

referência mais relacionada com a amostra analisada tem seu valor de “bootstrap” plotado no eixo Y. Paralelamente, 

uma árvore filogenética foi construída com base no fragmento de 1000 pb formado pela união das seqüências gag e env 

das 22 amostras e das amostras de referência, utilizando-se a mesma metodologia descrita acima, tendo o modelo de 
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substituição de nucleotídeos TVM+I+G sido o escolhido. Finalmente para uma caracterização mais detalhada dos vírus 

recombinantes e com o objetivo de verificar o padrão de recombinação entre os subtipos B e C, os 1000 pb de cada 

recombinante foram submetidos novamente à análise de “Bootscanning”, utilizando-se seqüências de referencia de 

todos os subtipos e adicionalmente a seqüência de outro recombinante da amostra. Esse procedimento foi repetido com 

cada um dos outros recombinantes, de modo que possibilitou analisar comparativamente o grau de relação entre as suas 

seqüências. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes 

As informações clínicas e epidemiológicas dos 22 indivíduos infectados pelo HIV-1 incluídos neste 

estudo estão sumarizadas na Tabela 4.1.1. Entre estes indivíduos, 13 (59%) eram homens e 9 (41%) eram mulheres 

(razão homem/mulher igual a 1,44:1). Entre as diferentes categorias de exposição, o comportamento heterossexual teve 

a maior representatividade com 68,2% dos casos, enquanto as categorias “homossexual” e “bissexual” corresponderam 

a 18,2% e 9,1% dos indivíduos respectivamente. Um paciente (4,5%) não informou seu comportamento sexual. Nove 

indivíduos (41%) relataram ser usuário de drogas injetáveis e doze (54,5%) relataram 3 anos ou menos de escolaridade. 

A idade média dos pacientes foi 36 anos (desvio padrão igual a 11,8) (variando entre 21 e 70 anos) e a renda mensal 

mediana dos mesmos foi de R$400,00 reais (variando de nenhuma a R$3.750,00). A maioria deles era de raça/cor 
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branca (77,3%) e apresentava doenças oportunistas e/ou contagem de linfócitos T CD4+ típicos da fase de AIDS 

(72,7%), de acordo com a classificação do CDC (“Centers of Disease Control and Prevention”) (National Center for 

Infectious Diseases Division of HIV/AIDS, 1992). Os indivíduos RS021 e RS022 eram irmãos gêmeos e usuários de 

drogas injetáveis, mas os demais pacientes não tinham relações epidemiológicas conhecidas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4.1.1: Dados clínicos e epidemiológicos dos 22 pacientes infectados pelo HIV-1. 
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M, masculino; F, feminino; HET, heterossexual; HOM, homossexual; BI, bissexual; UDI, usuário de drogas injetáveis; 

B, branca; N, negra; a, anos de escolaridade; NI, não informado; *, óbito. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Identificação dos subtipos de HIV-1 

Amostra Sexo 
Fator de 

Risco 

Idade

(anos) 

Raça/

Cor 

Grau de 

instruçãoa Profissão 

Renda 

mensal 

(R$) 

Contagem 

de células 

CD4/ mm3 

Estágio 

clínico 

 

RS001 

 

M 

 

HET/UDI 

 

33 

 

B 

 

1-3 

 

Camelô 

 

400,00 

 

NI 
AIDS* 

RS002 F HET 70 B 1-3 Aposentada 250,00 63 AIDS* 

RS003 M HET 41 B 5-12 Eletricista 700,00 437 Assintomático 

RS004 F HET 24 B 4-7 Estagiária 400,00 32 AIDS* 

RS005 M BI/UDI 38 B 4-7 Artesão 700,00 NI Assintomático 

RS006 F HET/UDI 28 N 1-3 Doméstica 400,00 NI AIDS* 

RS007 M HOM/UDI 41 B 1-3 Pintor 500,00 32 AIDS* 

RS008 M NI 43 B 1-3 Pedreiro 350,00 NI AIDS 

RS009 F HET 46 B 1-3 Pensionista 350,00 NI AIDS 

RS010 F HET/UDI 38 N 1-3 Doméstica 200,00 350 Assintomático 

RS011 M HOM/UDI 36 B 1-3 “motoboy” 300,00 NI AIDS* 

RS012 F HET 53 B 4-7 Secretária 600,00 933 Assintomático 

RS013 M BI 21 B 1-3 Carpinteiro 650,00 NI AIDS 

RS014 M HET 42 B 1-3 Estudante nenhuma 213 Assintomático 

RS015 M HET/UDI 23 B 1-3 Pedreiro 600,00 NI AIDS* 

RS016 F HET 39 N 4-7 Doméstica 450,00 NI AIDS 

RS017 M HOM 42 B 13-15 Empresário 3.750,00 294 Assintomático 

RS018 M HOM 38 N 8-11 
Funcionário 

público 
2.500,00 75 AIDS 

RS019 F HET 23 N 0 Domestica 300,00 NI AIDS 

RS020 F HET 29 B 13-15 Estudante 1.500,00 371  Assintomático 

RS021 M HET/UDI 22 B 4-7 Nenhuma nenhuma 322 AIDS* 

RS022 M HET/UDI 22 B 4-7 Nenhuma nenhuma NI AIDS* 
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A região C2-V3 do envelope viral do HIV-1 foi amplificada através de PCR a partir do 

DNA das PBMC de todas as 22 amostras estudadas e utilizada para a classificação dos subtipos 

genéticos do HIV-1 por meio de análises filogenéticas (Figura 4.2.1). Duas amostras (RS012 e 

RS015) não puderam ser amplificadas com os inicializadores ED31/ED33, entretanto, foram 

classificadas com base no fragmento amplificado pelos inicializadores ES7/ES8 na segunda etapa 

da PCR (Figura 3.8.1). Três diferentes subtipos genéticos foram detectados: 14 amostras (63,6%) 

foram classificadas como subtipo B, 6 amostras (27,3%) foram classificadas como subtipo C e 2 

amostras (9,1%) foram classificadas como subtipo F. O motivo GWGR que caracteriza a variante 

B” (B brasileiro) não foi encontrada na região V3 entre as seqüências do subtipo B analisadas. 

Adicionalmente, as amostras foram submetidas a PCR para determinação do subtipo com base no 

gene gag. As análises filogenéticas desta região genômica (Figura 4.2.2) resultaram na classificação 

de 9 (41%) amostras como subtipo B e 12 (54,5%) amostras como subtipo C. Uma (4,5%) amostra 

(RS019) não agrupou com nenhuma amostra de referência utilizada, ficando isolada na árvore. Para 

esta amostra foi realizada uma análise filogenética separada (dados não mostrado) na qual ela 

agrupou junto com seqüências de referência do subtipo F1, sendo portanto classificada como 

subtipo F. Além disso, o subtipo desta, bem como o de todas as outras seqüências analisadas foi 

confirmado através da ferramenta de subtipagem “on line” REGA HIV-1. 

 A combinação dos resultados das regiões env e gag mostra que 15 amostras (68%) 

possuem subtipo concordante em ambas as regiões genômicas: 8 amostras (36,4%) foram 

classificadas como subtipo B, 6 (27,3%) foram classificadas como subtipo C e 1 amostra (4,5%) foi 

classificada como subtipo F. Em contraste, 7 amostras (32%) apresentaram subtipo discordante 

entre as regiões gag e env, apontando para a existência de possíveis vírus recombinantes, os quais 

encontram-se sublinhados nas Figuras 4.2.1 e 4.2.2 e na Tabela 4.2.1. As seqüências gag e env 

desses vírus mosaicos potenciais foram submetidas à analise de recombinação através do método 

“Bootscanning” implementado no programa SIMPLOT (SALMINEN et al., 1995). Através desta 

análise, 6 (27,3%) destes vírus variantes foram classificados como subtipo C em gag e como 

subtipo B em env, enquanto o outro vírus (4,5%) foi classificado como subtipo B em gag e como 

subtipo F em env (Figura 4.2.3). Adicionalmente, realizamos a análise “Bootscanning” para a 

amostra RS019 (Figura 4.2.3 (c)) uma vez que esta agrupou em um ramo separado das referências 

do subtipo F na análise de gag. Esta amostra foi mais relacionada com a referência do subtipo F em 

ambas regiões genômicas, confirmando a sua classificação como subtipo F. 
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Figura 4.2.1: Árvore Neighbor-Joining (NJ) mostrando a relação filogenética das seqüências de env das 

amostras com seqüências de referência de todos os subtipos e CRFs 01, 02, 06 e 11. A seqüência CIVCG do 

vírus da imunodeficiência símia (SIV) foi usada como grupo externo. Os valores de “bootstrap” para 1000 

réplicas estão indicados nos ramos. Os asteriscos significam que o método ML foi altamente significativo, 

com um valor de p < 0,001. As seqüências geradas neste estudo estão representadas por cores: azul = subtipo 

B, vermelho = subtipo C e verde = subtipo F. As seqüências com subtipo discordante em relação à gag estão 

sublinhadas. 
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Figura 4.2.2: Árvore Neighbor-Joining (NJ) mostrando a relação filogenética das seqüências de gag das 

amostras com seqüências de referência de todos os subtipos e CRFs 01, 02, 06 e 11. A seqüência CIVCG do 

vírus da imunodeficiência símia (SIV) foi usada como grupo externo. Os valores de “bootstrap” para 1000 

réplicas estão indicados nos ramos. Os asteriscos significam que o método ML foi altamente significativo, 

com um valor de p < 0,001. As seqüências geradas neste estudo estão representadas por cores: azul = subtipo 

B, vermelho = subtipo C e verde = subtipo F. As seqüências com subtipo discordante em relação a env estão 

sublinhadas. 
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Tabela 4.2.1: Classificação dos subtipos de HIV-1 com base nas regiões genômicas gag e env. 

  

Amostra 

 

 

Subtipo genético 

 
Gag 

 

Env 

RS001 C C 

RS002 C C 

RS003 B B 

RS004 B B 

RS005 B B 

RS006 C C 

RS007 B B 

RS008 C C 

RS009 C B 

RS010 C B 

RS011 C C 

RS012 B B 

RS013 C B 

RS014 C B 

RS015 B B 

RS016 C C 

RS017 B B 

RS018 B B 

RS019 F F 

RS020 B F 

RS021 C B 

RS022 C B 

    gag, grupo antígeno; env, envelope 
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Figura 4.2.3: Gráficos gerados através do método “Bootscanning” implementado no programa Simplot 

(Salminen et al., 1995) com base nos 1000 pb formados pela união das seqüências gag e env das amostras 

que agruparam com subtipos divergentes nas árvores filogenéticas. Nesta análise, compara-se a relação da 

amostra teste com seqüências de cada subtipo.(a) RS009; (b) RS020; (c) RS019. Assim como a 

(c) BootScan: RS019 
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amostraRS009, as amostras RS010, RS013, RS014, RS021 e RS022 (não mostradas) foram mais 

relacionadas com a seqüência de referência do subtipo C em gag e com a seqüência de referência do subtipo 

B em env, enquanto a amostra RS020 foi mais relacionada com o subtipo B em gag e com o subtipo F em 

env. A amostra RS019 foi mais relacionada com a referência do subtipo F em ambas regiões genômicas. 

Segmento de 350 pares de bases; passo de 20 pb; “bootstrap” com 100 réplicas. As árvores foram 

construídas com base no método Neighbor-Joining utilizando-se o modelo de distância Kimura 2- 

parâmetros com taxa de transição/transversão (T/t) igual a 2.0. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Análise Filogenética Intra-Subtipo C 
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Com o objetivo de investigar a origem e a história evolutiva molecular dos vírus do 

subtipo C circulantes no Brasil, árvores filogenéticas foram construídas como base nas seqüências 

deste subtipo do Brasil (as obtidas neste estudo e outras previamente caracterizadas) e de diferentes 

regiões geográficas do mundo aonde este subtipo tem prevalência ou representatividade. As análises 

mostraram que todas as seqüências do subtipo C do Brasil, incluindo as obtidas neste estudo, 

formam um único grupo monofilético tanto em env (Figura 4.3.1) como em gag (Figura 4.3.2). 

Consistentemente com a análise Neighbor-Joining (NJ), todas as seqüências do Brasil também 

formaram um agrupamento monofilético quando analisadas pelo método da máxima 

verossimilhança (“Maximum Likelihood” - ML) (Anexos A e B). Em contraste, as seqüências de 

todos os outros países ficaram amplamente dispersas em múltiplos agrupamentos, inclusive as 

seqüências da Índia, as quais foram também, recentemente, classificadas como um grupo 

monofilético do subtipo C do HIV-1 (SHANKARAPPA et al., 2001). 
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Figura 4.3.1: Análise filogenética Neighbor-Joining (NJ) mostrando a relação dos vírus do Brasil do subtipo 

C do HIV-1 com isolados do subtipo C de diferentes regiões geográficas com base nas seqüências do 

envelope. A seqüência VI686 do grupo O do HIV-1 foi utilizada como grupo externo. O valor de “bootstrap” 

(1000 réplicas) para o agrupamento está indicado. Os asteriscos significam que o método ML foi altamente 

significativo, com um valor de p < 0,001. As seqüências geradas neste estudo estão representadas em 

vermelho. 
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Figura 4.3.2: Análise filogenética Neighbor-Joining (NJ) mostrando a relação dos vírus do Brasil do subtipo 

C do HIV-1 com isolados do subtipo C de diferentes regiões geográficas com base nas seqüências de gag. A 

seqüência VI686 do grupo O do HIV-1 foi utilizada como grupo externo. As seqüências geradas neste estudo 

estão representadas em vermelho e aquelas com subtipo discordante em relação à env estão sublinhadas. 
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4.4 Determinação da diversidade genética 

Com o objetivo de uma caracterização mais detalhada das relações filogenéticas entre 

isolados de HIV-1 do subtipo C, os níveis de diversidade viral foram calculados dentro de cada 

grupo geográfico, com base nas distâncias entre as seqüências nucleotídicas das amostras. Os 

resultados desta análise estão sumarizados na Tabela 4.4.1. As seqüências brasileiras do subtipo C 

exibiram o menor nível de divergência intra-regional (distâncias médias de 3,8% e 7,5% em gag e 

em env, respectivamente) em ambas as regiões genômicas analisadas quando comparadas com as 

seqüências do subtipo C de outros países. Além disto, comparando-se as seqüências brasileiras dos 

subtipos B e C, as seqüências classificadas como subtipo B apresentaram a maior diversidade intra-

subtipo tanto em gag como em env (8% e 14,4% respectivamente). 

 

Tabela 4.4.1: Diversidade genética das seqüências do subtipo C do HIV-1 de diferentes regiões 

geográficas e das seqüências do Brasil do subtipo B. 

País Subtipo Distância média % (no de seqüências) [variação] 

env (C2-C3) env V3 Gag 

 

Brasil 

 

C 

 

7,5 (12) [4,7-10,1] 

 

4,7 (12) [1,0-9,2] 

 

3,8 (18) [1,4-5,9] 

Índia C 9,9 (12) [4,5-20,6] 8,3 (12) [2,0-16,8] 5,3 (14) [1,0-9,0] 

Botsuana C 13,0 (13) [7,5-16,6] 11,7 (13) [5,1-19,1] 6,9 (15) [4,5-10,1] 

África do Sul C 12,9 (15) [6,9-18,0] 13,9 (15) [6,2-31-6] 5,9 (14) [3,2-10,3] 

Tanzânia C 16,9 (7) [6,3-24,1] 13,0 (7) [5,3-18,9] 7,3 (7) [5,5-10,3] 

Etiópia C 12,8 (8) [8,0-16,6] 13,5 (8) [5,0-26,3] 6,9 (7) [1,9-10,8] 

Brasil B 14,4 (14) [9,3-20,8] 15,3 (14) [3,0-40,7] 8,0 (10) [4,8-10,9] 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 Análise das seqüências de aminoácidos 
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 Com o objetivo de avaliar a sustentação do monofiletismo e da estreita relação entre os 

vírus brasileiros do subtipo C, as seqüências de aminoácidos traduzidas a partir das seqüências 

nucleotídicas das amostras foram investigadas quanto à presença de substituições de aminoácidos 

características, através da comparação com a seqüência consenso mundial do subtipo C (4.5.1). 

Foram consideradas apenas as substituições com freqüência igual ou maior do que 50%. No 

fragmento de 180 aminoácidos do envelope viral (posições 202 a 382 no vírus de referência HXB2), 

as seqüências brasileiras do subtipo C (n=12) divergem em 18 posições da seqüência consenso 

mundial (Figura 4.5.1a), o que corresponde a uma distância média de 13,65% (variando de 10,7% a 

17,8%) da seqüência protéica. Das 18 substituições de aminoácidos, 11 são exclusivas das 

seqüências do subtipo C do Brasil: V255I (50%), E275K (92%), L277I (58%), E334K (58%), 

D335T (58%), K336A (83%), K343E (75%), K358N (50%), E360T (75%), P361K (58%), S362H 

(92%). Entre as outras 7 assinaturas de aminoácidos, 3 (A281V com 67%, S345G com 50% e 

K349A com 100% de freqüência) são compartilhadas pelas seqüências do subtipo C da Índia (67%, 

50% e 67% de freqüência, respectivamente), 3 (N289K com 50%, S291P com 67% e V295N com 

100% de freqüência) são compartilhadas pelas seqüências do subtipo C da Etiópia (62,5%, 58% e 

62,5% de freqüência, respectivamente), sendo que uma delas (V295N) é compartilhada também 

pelas seqüências da Tanzânia (71%) e 1 substituição (N279D com 100% de freqüência) é 

compartilhada pelas seqüências do subtipo C da África do Sul (60%) e da Tanzânia (57%). No 

fragmento analisado da região gag, de 141 aminoácidos (posições 276 a 417 no HXB2), as 

seqüências brasileiras do subtipo C (n=18) apresentam 6 mudanças quando comparadas com a 

seqüência consenso mundial (Figura 4.5.1b), com uma distância média de 6,5% (variando de 4,3% 

a 8,9%) ao nível da seqüência protéica. Das seis substituições em gag, 2 (A370V com 89% e I388T 

com 83% de freqüência) não estão presentes em nenhum outro grupo geográfico do subtipo C 

analisado, representando desta forma, assinaturas exclusivas das seqüências brasileiras. As outras 4 

substituições são: T342S (67%) apresentadas também pelas seqüências do subtipo C da Índia (67%) 

e da Etiópia (86%); S357G (100%) compartilhada por todas as seqüências africanas (freqüências 

variando de 57% a 86%); V389I (100%) e I400L (89%) ambas presentes também nas seqüências da 

Etiópia (71% e 57% de freqüência, respectivamente). 

 Para avaliar se o padrão de substituições de aminoácidos observado nas seqüências 

brasileiras do subtipo C era restrito às seqüências brasileiras deste subtipo, estas assinaturas foram 

investigadas no grupo de seqüências brasileiras do subtipo B. Na região env (n=13), apenas a 

substituição V295N está presente (92%), enquanto que, na região gag (n=10), três assinaturas estão 

também presentes nas seqüências do subtipo B do Brasil: S357G (80%), A370V (70%) e I388T 
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(50%) (Figura 4.5.1). As seqüências brasileiras do subtipo B foram também comparadas com a 

seqüência consenso mundial do subtipo B, com o intuito de investigar um possível padrão de 

assinaturas. Quatro substituições significativas foram encontradas em env: L202T (85%), D279N 

(61%), S291T (54%) e T317A (77%), enquanto uma assinatura específica (R380K com 50% de 

freqüência) foi observada na região gag das seqüências brasileiras do subtipo B (Figura 4.5.1). 

 O significado biológico das assinaturas de aminoácidos presentes nas seqüências 

brasileiras do subtipo C foi avaliado através do seu impacto em motivos funcionais. Na seqüência 

consenso mundial do subtipo C, nove sítios potenciais de N-glicosilação foram encontrados no 

fragmento caracterizado de env, dos quais, 8 foram conservados entre as seqüências brasileiras do 

subtipo C. As substituições N289K e S291P estiveram associadas com a eliminação de um sítio de 

N-glicosilação nas posições 289 a 293. Entretanto, a mudança de aminoácido V295N deu origem a 

um novo sítio imediatamente adjacente nas posições 295 a 298. Este sítio, localizado na posição -1 

em relação ao início da alça V3, é exclusivo das seqüências brasileiras. Outro sítio alternativo de N-

glicosilação nas posições 358 a 361 foi originado como conseqüência das substituições K358N, 

E360T e P361K. Com relação aos sítios potenciais de fosforilação da proteína quinase C (PKC), a 

seqüência consenso mundial do subtipo C apresenta, originalmente, três deles na região env 

estudada, dos quais, dois são perdidos nas seqüências brasileiras do subtipo C como conseqüência 

das substituições S345G e K358N: o primeiro nas posições 345 a 347 e o segundo nas posições 356 

a 358. Adicionalmente, na região env, as assinaturas K343E e S345G estiveram associadas com a 

emergência de um novo sítio potencial de fosforilação da caseína quinase II (CKII) nas posições 

340 a 343 e um novo sítio potencial de amidação nas posições 344 a 347 respectivamente. Na 

região gag estudada, duas assinaturas de aminoácidos específicas das seqüências do Brasil do 

subtipo C estiveram associadas com mudanças em motivos funcionais: S357G está relacionada com 

a perda e I388T está associada com a emergência de um sítio potencial de fosforilação da PKC nas 

posições 357 a 359 e nas posições 388 a 390 respectivamente. 
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Figura 4.5.1: Alinhamento das seqüências consenso de aminoácidos do subtipo C de diferentes países 

comparadas com a seqüência consenso mundial deste subtipo, revelando a presença de assinaturas de 

aminoácidos em env (a) e em gag (b). Uma seqüência consenso do Brasil do subtipo B foi também alinhada 

com a seqüência consenso mundial do mesmo subtipo. Os pontos significam identidade com a seqüência 

consenso. Os sítios potenciais estão representados por cores: N-glicosilação, vermelho; fosforilação da PKC, 

verde; fosforilação da CKII, laranja; amidação, azul. 

4.6 Análise de recombinação 
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 Uma vez que foi observada uma proporção significativa de vírus recombinantes C/B 

(27,3%) no presente estudo, nós investigamos a origem e a relação filogenética entre estes vírus 

variantes. Uma árvore filogenética foi construída com base em uma única seqüência nucleotídica de 

cada vírus, formada pela união das seqüências de gag e de env dos mesmos (aproximadamente 1000 

pb) (Figura 4.6.1). Nesta análise, todos os seis recombinantes C/B formaram um grupo monofilético 

único e separado (“bootstrap” igual a 92) localizado entre os agrupamentos dos subtipos B e C. 

Ainda com relação à esta árvore, as amostras RS019 (subtipo F) e RS20 (recombinante BF) 

agruparam juntas em um grupo irmão das seqüências de referancia do subtipo F1 (“bootstrap” igual 

a 75). 

 Em seguida, com o objetivo de investigar a existência de um ou mais padrões de 

recombinação entre estes mosaicos virais, os 1000 pb formados pelas seqüências de gag e env de 

cada recombinante foram submetidos à análise de “Bootscanning” (SALMINEN et al., 1995), na 

qual este fragmento nucleotídico foi comparado individualmente com seqüências de referência dos 

subtipos de A a K e com a seqüência de outro vírus recombinante da nossa amostra. Cinco análises 

foram feitas para cada vírus, cada uma realizada com um dos outros recombinantes (Figura 4.6.2). 

De uma forma geral, a região classificada como subtipo C (gag) de todos os recombinantes foi mais 

similar à seqüência de outro recombinante da amostra do que à qualquer outra seqüência de 

referência, o que nem sempre ocorreu para a região classificada como subtipo B (env) dos mesmos. 

Entretanto, os vírus RS014, RS021 e RS022 foram mais similares uns aos outros em ambas regiões 

genômicas do que às outras seqüências de referência, o mesmo tendo acontecido para os 

recombinantes RS009 e RS010. Em contraste, o isolado RS013 foi mais similar à seqüência de 

referência do subtipo B na sua região classificada como subtipo B do que à outra seqüência 

recombinante. 

 Ainda com o objetivo de investigar a origem dos eventos de recombinação, as 

substituições de aminoácidos encontradas nas seqüências brasileiras foram investigadas nas 

seqüências dos vírus variantes. As substituições L202T (83% de freqüência), D279N (67% de 

freqüência) e T317A (67% de freqüência) encontradas nas seqüências env das seqüências brasileiras 

do subtipo B, assim como a substituição V295N (83% de freqüência), característica das seqüências 

brasileiras dos subtipos B e C, estavam presentes nas seqüências env dos recombinantes C/B. Todos 

os seis recombinantes possuíam as seis assinaturas em gag observadas nas seqüências brasileiras do 

subtipo C, exceto o vírus RS013, o qual não apresentou a substituição T342S (Figura 4.6.3).  
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 Uma vez que os vírus recombinantes RS021 e RS022 foram obtidos a partir de 

indivíduos epidemiologicamente relacionados, suas seqüências foram comparadas em uma análise 

mais detalhada. Suas seqüências env foram caracterizadas por 29 mutações, sendo 14 transições e 

15 transversões (5,6% de distância genética), o que resultou em 16 substituições de aminoácidos. 

Suas seqüências gag apresentaram 13 pontos de divergência, sendo 8 transições e 5 transversões 

(3,1% de distância genética), o que resultou em 5 substituições de aminoácidos. Considerando-se as 

regiões gag e env juntas, a distância entre os vírus RS021 e RS022 foi de 4,5%. 
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Figura 4.6.1: Árvore filogenética Neighbor-Joining (NJ) construída com base na junção dos fragmentos de 

gag e env mostrando as relações filogenéticas dos vírus recombinantes C/B do Brasil com seqüências de 

todos os subtipos e principais formas recombinantes do grupo M. Os valores de “bootstrap” para 1000 

réplicas estão indicados nos ramos. Os asteriscos significam que o método ML foi altamente significativo, 

com um valor de p < 0,001. As seqüências geradas neste estudo estão representadas por cores: azul = subtipo 

C, verde = subtipo F, vermelho = subtipo B e laranja = recombinates C/B. 
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Segmento: 300 pb, Passo: 20 pb, Réplicas: 100, Kimura (2-parâmetros), T/t: 2,0, Neighbor-Joining 
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Segmento: 300 pb, Passo: 20 pb, Réplicas: 100, Kimura (2-parâmetros), T/t: 2,0, Neighbor-Joining 
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Segmento: 300 pb, Passo: 20 pb, Réplicas: 100, Kimura (2-parâmetros), T/t: 2,0, Neighbor-Joining 
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(c) BootScan: RS013 
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Segmento: 300 pb, Passo: 20 pb, Réplicas: 100, Kimura (2-parâmetros), T/t: 2,0, Neighbor-Joining 
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(d) BootScan: RS014 
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Segmento: 300 pb, Passo: 20 pb, Réplicas: 100, Kimura (2-parâmetros), T/t: 2,0, Neighbor-Joining 
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(e) BootScan: RS021 
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(f) BootScan: RS022 
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Figura 4.6.2: Gráficos gerados através do método “Bootscanning”, implementado no programa Simplot 

(Salminen et al., 1995), com base método nos 1000 pb formados pela união das seqüências gag e env dos 

recombinantes C/B e das amostras de referência de todos os subtipos. Nesta análise, compara-se a relação da 

amostra teste com seqüências de cada subtipo e com a seqüência de um outro recombinate.(a) RS009; (b) 

RS010; (c) RS013; (d) RS014; (e) RS021; (f) RS022. Os vírus (RS009 e RS010) (RS014, RS021 e RS022) 
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foram mais relacionados uns com os outros em ambas regiões genômicas, enquanto a amostra RS013 foi 

mais relacionada com a seqüência de referência do subtipo B em env  do que com qualquer dos outros 

recombinantes. Segmento de 300 pares de bases; passo de 20 pb; “bootstrap” com 100 réplicas. As árvores 

foram construídas com base no método Neighbor-Joining utilizando-se o modelo de distância Kimura 2- 

parâmetros com taxa de transição/transversão (T/t) igual a 2.0. As amostras de referência utilizadas foram: 

A192UG037, A1KE93Q23, BUS83RF, BUS86JRFL, BFR83HXB2, C8ETH222, C96BW0502, DCD83ELI, 

D94UG114, F193BR020, F1BE93VI850, G92NG083, G93SE6165, HBE93VI991, HCF90056, J94SE7022, 

J93SE7887, KCD97EQTB11C, KCM96MP535 

 

 

 

 

(a) env 

CONSENSO B

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

* 220 * 240 * 260 * 280 *

LQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIIVQLNESV

T..........................K......K..........................................N.............

T......T...............L......R.......R..................................S.......V......Q..

T................T............N...S...N.........................S.G...V......N...N.L.....T.

S................T.....L..........S.................................I.L..K...N...........T.

T..........................R..T...........A.......K...............G........................

T..................P.C.....R......K.......A.......K...............G..........N...I.........

CONSENSO B

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

300 * 320 * 340 * 360 * 380

EINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNNTLKQIVKKLREQFG-NKTIVF-NQSSGGDPEIVMHSFNCGGEF

......................L................L......D..NK..I.......-......-KH.........T.........

V...................S...A......N.........KTQ..D......E.......-......-.....................

..K.I........R.TM....VI.A....V....R......K....S..EK..V.......N....I.EKPAP...Q.VT..T.......

K......D.TQ..R.QLRF..TM.V.RT.T.NT...R..L.G.D.K...R...........-......-.H...................

...............PV.F..VL.A..N...........L.TT..EK..Q.VAE..P.H.P-......-AH........AT.........

...............PV.F..VL.A..K...N.......L.TT..EE.....AT..K...N-......-.....................

CONSENSO B

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

* 220 * 240 * 260 * 280 *

LQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIIVQLNESV

T................

* 220 * 240 * 260 * 280 *

LQACPKVSFEPIPIHYCAPAGFAILKCNDKKFNGTGPCTNVSTVQCTHGIRPVVSTQLLLNGSLAEEEVVIRSENFTDNAKTIIVQLNESV

T..........................K......K..........................................N.............

T......T...............L......R.......R..................................S.......V......Q..

T................T............N...S

..........K......K..........................................N.............

T......T...............L......R.......R..................................S.......V......Q..

T................T............N...S...N.........................S.G...V......N...N.L.....T.

S................T.....L..........S.................................I.L..K...N...........T.

T..........................R..T...........A.......K..

...N.........................S.G...V......N...N.L.....T.

S................T.....L..........S.................................I.L..K...N...........T.

T..........................R..T...........A.......K...............G........................

T..................P.C.....R......K.......A.......K...............G..........N...I.........

.............G........................

T..................P.C.....R......K.......A.......K...............G..........N...I.........

CONSENSO B

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

300 * 320 * 340 * 360 * 380

EINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNNTLKQIVKKLREQFG-NKTIVF-NQSSGGDPEIVMHSFNCGGEF

300 * 320 * 340 * 360 * 380

EINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNNTLKQIVKKLREQFG-NKTIVF-NQSSGGDPEIVMHSFNCGGEF

......................L................L......D..NK..I.......-......-KH.........T.........

V...................S...A......N.........KTQ..D......E.......-......-.....................

..K.I........R.TM...

......................L................L......D..NK..I.......-......-KH.........T.........

V...................S...A......N.........KTQ..D......E.......-......-.....................

..K.I........R.TM....VI.A....V....R......K....S..EK..V.......N....I.EKPAP...Q.VT..T.......

K......D.TQ..R.QLRF..TM.V.RT.T.NT...R..L.G.D.K...R...........-......-.H...................

...............PV.F..VL.A..N...........L

.VI.A....V....R......K....S..EK..V.......N....I.EKPAP...Q.VT..T.......

K......D.TQ..R.QLRF..TM.V.RT.T.NT...R..L.G.D.K...R...........-......-.H...................

...............PV.F..VL.A..N...........L.TT..EK..Q.VAE..P.H.P-......-AH........AT.........

...............PV.F..VL.A..K...N.......L.TT..EE.....AT..K...N-......-.....................

.TT..EK..Q.VAE..P.H.P-......-AH........AT.........

...............PV.F..VL.A..K...N.......L.TT..EE.....AT..K...N-......-.....................

 

(b) gag 

CONSENSO C

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

280 * 300 * 320 * 340 * 360

MYSPVSILDIKQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVKNWMTDTLLVQNANPDCKTILRALGPGATLEEMMTACQGVGGPSHKARVLAE

..................................................................S..............G........

....A.............................S...............................S..............G........

.DI.G............................................................................G........

.C................................................................S..............G........

..................................................................S..............G........

.........L.................V......................................S..............G........

CONSENSO C

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

* 380 * 400 *

AMSQANNTNIMMQRSNFKGPKRIVKCFNCGKEGHIARNCRAPRKKGCWKCG

....V.................TI..........L................

....V.................TI..........L................

....V........K........TI..........L..............W.

....V..P..............TI..........L................

....V..A..............TI..........L...........W....

....V..G..............TI..........L..............WE

CONSENSO C

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

280 * 300 * 320 * 340 * 360

MYSPVSILDIKQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVKNWMTDTLLVQNANPDCKTILRALGPGATLEEMMTACQGVGGPSHKARVLAE

....................

280 * 300 * 320 * 340 * 360

MYSPVSILDIKQGPKEPFRDYVDRFFKTLRAEQATQDVKNWMTDTLLVQNANPDCKTILRALGPGATLEEMMTACQGVGGPSHKARVLAE

..................................................................S..............G........

....A.............................S...............................S..............G........

.DI.G...................................

..............................................S..............G........

....A.............................S...............................S..............G........

.DI.G............................................................................G........

.C................................................................S..............G........

............................................................

.........................................G........

.C................................................................S..............G........

..................................................................S..............G........

.........L.................V......................................S..............G........

......S..............G........

.........L.................V......................................S..............G........

CONSENSO C

RS009

RS010

RS013

RS014

RS021

RS022

* 380 * 400 *

AMSQANNTNIMMQRSNFKGPKRIVKCFNCGKEGHIARNCRAPRKKGCWKCG

....V.................TI..........L................

....V.................TI..........L................

....V........K........TI.

400 *

AMSQANNTNIMMQRSNFKGPKRIVKCFNCGKEGHIARNCRAPRKKGCWKCG

....V.................TI..........L................

....V.................TI..........L................

....V........K........TI..........L..............W.

....V..P..............TI..........L................

....V..A..............TI..........L...........W....

....V..G..............TI..........L..............WE

.........L..............W.

....V..P..............TI..........L................

....V..A..............TI..........L...........W....

....V..G..............TI..........L..............WE

 

Figura 4.6.3: Alinhamento das seqüências env (a) e gag (b) dos vírus recombinantes com a seqüência 

consenso mundial dos subtipos B e C respectivamente, mostrando a presença das assinaturas de aminoácidos 

características das seqüências brasileiras (caixas vermelhas). Os pontos significam identidade com a 

seqüência consenso. 
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4.7 Caracterização Biológica 

 Foram isolados e caracterizados quanto às suas propriedades biológicas, sete isolados 

primários de HIV-1 da nossa amostra, cinco deles classificados como subtipo C em gag e em env e 

dois deles classificados como subtipo B em env e como subtipo C em gag (Tabela 4.7.1). Todos os 

isolados testados foram capazes de se replicar em culturas de macrófagos humanos derivados de 

monócitos. Entre os cinco isolados do subtipo C que foram caracterizados, quatro não foram 

capazes de induzir a formação de sincícios (NIS) em células de linhagem MT-2 e SUPT-1, 

enquanto o outro vírus classificado como subtipo C (RS001), assim como, os dois isolados 

recombinantes, foram capazes de induzir a formação destas células gigantes (IS). Como esperado, 

todos os sete isolados primários foram capazes de induzir a formação de sincícios em células de 

linhagem PM-1. Foi observada uma forte correlação entre a habilidade dos isolados em induzir 

sincícios em células tumorais T CD4+ e a utilização do receptor de quimiocina. Assim, todos os 

isolados do subtipo C analisados foram capazes de utilizar o correceptor CCR5 para infecção 

celular. Não obstante, os quatro isolados do subtipo C classificados como NIS foram capazes de 

infectar apenas células U87 CCR5+ (vírus R5), enquanto o outro isolado do subtipo C classificado 

como IS foi capaz de infectar alternativamente células U87 CXCR4+, embora o efeito citopático 

observado nestas células tenha sido menor em relação ao observado nas células U87 CCR5+. Os 

dois recombinantes C/B foram capazes de utilizar tanto o CCR5 como o CXCR4 como 

correceptores (vírus R5X4). 

Tabela 4.7.1: Caracterização molecular e biológica de isolados de HIV-1 circulantes no Brasil 

gag, grupo antígeno; env, envelope; G, glicina; P, prolina; Q, glutamina; R, arginina; F, fenilalanina.  

 

 

Isolado Subtipo Peptídeo 

V3 

Carga

V3 

Caracterização biológica 

gag env Crescimento 

em 

macrófagos 

Indução de sincícios Uso do correceptor 

MT-2 SUPT-1 PM-1 U87 

CCR5+ 

U87 

CXCR4+ 

 

RS001 

 

C 

 

C 

 

GPGQ 

 

+3 

 

+ 

 

+ 

 

+/- 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

RS002 C C GPGR +5 + - - + + - 

RS006 C C GPGQ +1 + - - + + - 

RS008 C C GPGQ +3 + - - + + - 

RS016 C C GPGQ +2 + - - + + - 

RS021 C B GFGR +4 + + + + + + 

RS022 C B GFGR +6 + + + + + + 
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4.8 Caracterização Molecular da alça V3 dos isolados 

Características biológicas de isolados de HIV-1 como a utilização do receptor de 

quimiocina e tropismo para células de linhagem T CD4+ estão associadas com a presença de 

aminoácidos básicos nas posições 11, 25 e 29 da alça V3 do envelope viral em vírus do subtipo B 

(FOUCHIER et al., 1992; SHIODA et al., 1992; HOFFMAN et al., 2002) e nas posições 8, 11 e 18 

em vírus recombinantes da CRF01_AE (KATO et al., 1999). Por isso, nós caracterizamos a região 

de 35 aminoácidos da alça V3 das seqüências obtidas (Figura 4.8.1). A carga total da região de cada 

vírus foi calculada através do programa DNASTAR (BURLAND, 2000) e confirmada através do 

cálculo manual da soma das cargas positivas diminuída da soma das cargas negativas (Tabela 

4.7.1). Nenhum dos isolados do subtipo C tiveram aminoácidos positivamente carregados (lisina ou 

arginina) nas posições 11, 25 e 29. Entretanto, o isolado RS002 apresentou uma arginina na posição 

18 e uma lisina na posição 32, o que resultou em uma carga total dessa região igual à +5. Todos os 

isolados do subtipo C possuíam um resíduo neutro (serina) na posição 11 e um resíduo 

negativamente carregado (glutamato ou aspartato) na posição 25. O tetrapeptídeo GPGQ no topo da 

alça, característico dos vírus do subtipo C esteve conservado em todos os isolados deste subtipo, 

exceto em um (RS002) (Tabela 4.7.1). Contrariamente aos vírus do subtipo C, os dois isolados 

recombinantes C/B tiveram aminoácidos básicos na posição 18 (arginina, característica dos vírus do 

subtipo B) e o isolado RS022 apresentou também um outro resíduo positivo (lisina) na posição 25, 

resultando em uma carga total igual à +6, característica dos vírus indutores de sincícios. O sítio 

potencial de N-glicosilação NXT nas posições 6 a 8, o qual é altamente conservado na maioria dos 

isolados de HIV-1 (ZHANG et al., 2002), esteve presente não somente em todos os isolados 

analisados mas também em todas as outras seqüências brasileiras geradas neste estudo, exceto em 

uma (RS014). A predição do fenótipo foi também realizada com base na presença de um 

aminoácido lisina (K) ou arginina (R) nas posições 11 e/ou 25 da alça V3 (FOUCHIER et al., 1995; 

SHANKARAPPA et al., 1999; PHILPOTT et al., 2001; HOFFMAN et al., 2002). Segundo este 

método, as seqüências RS001, RS002, RS006, RS008, RS016 e RS021 correspondem ao fenótipo 

R5, enquanto a seqüência RS022 corresponde ao fenótipo X4. De uma forma geral, as seqüências 

V3 do subtipo C foram três vezes mais conservadas do que as seqüências do subtipo B (Tabela 

4.4.1). 
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CONSENSO C

CONSENSO B

RS001 (C) 

RS002 (C) 

RS006 (C) 

RS008 (C) 

RS016 (C)

RS021 (C/B) 

RS022 (C/B)

CTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHC

............H....RA..T..E..........

........................E..........

.................R.............K...

.........E..............E........Y.

...................................

........................E..........

............P..F.RVL...............

............P..F.RVL....K..........

11 18 25 29

+3  R5X4 R5

+5  R5 R5

+1  R5 R5

+3  R5 R5

+2  R5 R5

+4  R5X4 R5

+6  R5X4 X4

Fenótipo:

in vitro predição
CONSENSO C

CONSENSO B

RS001 (C) 

RS002 (C) 

RS006 (C) 

RS008 (C) 

RS016 (C)

RS021 (C/B) 

RS022 (C/B)

CTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHC

............H....RA..T..E..........

........................E..........

.................R.............K...

.........E..............E........Y.

...................................

........................E..........

............P..F.RVL...............

............P..F.RVL....K..........

11 18 25 29

+3  R5X4 R5

+5  R5 R5

+1  R5 R5

+3  R5 R5

+2  R5 R5

+4  R5X4 R5

+6  R5X4 X4

CONSENSO C

CONSENSO B

RS001 (C) 

RS002 (C) 

RS006 (C) 

RS008 (C) 

RS016 (C)

RS021 (C/B) 

RS022 (C/B)

CONSENSO C

CONSENSO B

RS001 (C) 

RS002 (C) 

RS006 (C) 

RS008 (C) 

RS016 (C)

RS021 (C/B) 

RS022 (C/B)

CTRPNNNTRKSIRIGPGQTFYATGDIIGDIRQAHC

............H....RA..T..E..........

........................E..........

.................R.............K...

.........E..............E........Y.

...................................

........................E..........

............P..F.RVL...............

............P..F.RVL....K..........

11 18 25 29

+3  R5X4 R5

+5  R5 R5

+1  R5 R5

+3  R5 R5

+2  R5 R5

+4  R5X4 R5

+6  R5X4 X4

Fenótipo:

in vitro predição

 

Figura 4.8.1: Alinhamento das seqüências de aminoácidos da alça V3 dos 7 isolados virais 

caracterizados. A numeração acima das seqüências corresponde à posição do aminoácido em 

relação ao início da alça V3. Os subtipos das amostras com base em gag e env estão especificados 

entre parênteses. A carga total da região, o fenótipo observado in vitro e a predição do fenótipo dos 

isolados estão indicadas à direita das seqüências. R5, trópico para o receptor CCR5; R5X4, trópico 

para os receptores CCR5e CXCR4; X4, trópico para o receptor CXCR4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSSÃO 
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Embora o Brasil seja responsável por mais de um terço do número total de pessoas vivendo atualmente 

com o HIV na América Latina (UNAIDS, 2005), o conhecimento sobre a diversidade molecular e biológica das cepas 

de HIV-1 circulantes no país é ainda escasso considerando-se o país como um todo. Estudos anteriores relataram a 

prevalência do subtipo B, seguido pelo subtipo F e esporádicos casos de outros subtipos, como C, D, e A (BONGERTZ 

et al., 2000; COUTO-FERNANDEZ et al., 1999; MORGADO et al., 2002). Mais recentemente, entretanto, mudanças 

no padrão de distribuição dos subtipos de HIV-1 têm sido relatadas, mostrando um aumento na prevalência do subtipo 

C na região Sul do país (DE MARTINEZ et al., 2002; BRINDEIRO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005). Com base 

nesta mudança na epidemiologia molecular do HIV-1 no país e na importância do subtipo C na epidemia global de 

HIV/AIDS, este estudo se empenhou na caracterização de vírus provenientes de uma população infectada pelo HIV-1 

da cidade de Porto Alegre e representa o primeiro esforço no Brasil a descrever associação entre características 

moleculares e biológicas de um painel de isolados do subtipo C do HIV-1. 

No presente estudo constatamos que os pacientes incluídos nesta coorte apresentam 

características concordantes com algumas das tendências atuais observadas na epidemia de 

HIV/AIDS do Brasil. Inicialmente observamos uma razão igual a 1,44 homens: 1 mulher, que difere 

da razão de 4:1 registrada em 1993 (10 anos antes) (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 1998). 

Secundariamente, detectamos uma participação majoritária de indivíduos com comportamento 

heterossexual (68,2%). Finalmente houve uma marcante participação de indivíduos com baixo 

poder aquisitivo. De fato, uma característica marcante das epidemias de HIV/AIDS causadas por 

vírus do subtipo C é a sua prevalência em países subdesenvolvidos e em desenvolvimento como 

Índia, China, África subsaariana e Brasil, o que levanta a hipótese de que fatores ambientais do 

hospedeiro que são comuns a essas regiões (por exemplo, co-infecções com outros patógenos, más 

condições de higiene e saúde) podem estar indiretamente favorecendo a observada expansão deste 

subtipo. Outra característica que chama a atenção na nossa amostra é que os três genótipos 

prevalentes (subtipos B e C e recombinantes B/C) estão co-circulando entre usuários de drogas 

injetáveis de Porto Alegre. De fato, De Martinez e colaboradores (2002) relataram uma significativa 

proporção (46,7%) de infecções causadas pelo subtipo C entre usuários de drogas injetáveis na 

cidade de Rio Grande no Rio Grande do Sul e sugeriram uma participação importante deste grupo 

de risco na disseminação inicial deste subtipo no sul do Brasil. Entretanto, devido ao número 

limitado de amostras na nossa coorte, estes resultados não alcançaram significância estatística. 

Com base na caracterização molecular das regiões env e gag do genoma viral, 

encontramos cinco estruturas genômicas distintas entre as amostras estudadas: os subtipos B, C e F 

e as potenciais formas recombinantes C/B e B/F. Apoiando os achados mais recentes a respeito da 

epidemiologia molecular do HIV-1 na região sul do país, foi observada uma alta freqüência de vírus 

do subtipo C. A análise das seqüências do envelope demonstrou que 63,6% foram classificadas 

como subtipo B, 27,3% foram classificadas como C e 9,1 % foram classificadas como subtipo F. Os 
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resultados de prevalência de subtipos com base na região env foram concordantes com os de De 

Martinez e colaboradores (2002), que estudaram esta mesma região gênica e encontraram 

proporções semelhantes para estes três subtipos: 75% de subtipo B, 22% de subtipo C e 3% de 

subtipo F. Com relação à região do grupo antígeno (gag), observou-se uma maior prevalência do 

subtipo C (54,5%), comparando-se com a região do envelope. Este resultado baseado no gene gag é 

mais próximo aos encontrados por Brindeiro e colaboradores (2003) e Rodrigues colaboradores 

(2005) com base no gene pol: 45% e 58% de prevalência do subtipo C, respectivamente. Esses 

dados demonstram que diferentes regiões genômicas do HIV-1 podem apresentar diferentes 

prevalências de subtipos, o que reflete a importância da caracterização de mais de um gene para 

subtipagem e vigilância epidemiológica. Quando conjugamos os dados de env e de gag, a 

prevalência de vírus classificados como subtipo C foi de 27,3%, menor do que os 45% e 58% 

encontrados por estudos prévios (BRINDEIRO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005), os quais, 

entretanto, foram baseados em uma única região genômica (pol) e, por isso, podem estar incluindo 

vírus recombinantes. De fato, grande parte das seqüências envolvidas em tais estudos representa 

mosaicos intragênicos. Em nosso estudo, a prevalência de subtipo C aumenta para 54,5% quando os 

genótipos recombinantes contendo seqüências do subtipo C são incluídos. 

Analisando-se as taxas de prevalência observadas para o subtipo C ao longo do curso da 

epidemia de AIDS na região Sul do Brasil, um claro aumento na participação deste subtipo foi 

observado: nenhuma antes de 1990; 39%, de 1991 a 1995; 38%, de 1996 a 2000, e 43%, de 2001 a 

2002 (SOARES E. et al., 2003). Os resultados encontrados neste estudo apóiam fortemente as 

evidências de que a prevalência do subtipo C está aumentando desde sua introdução no Sul do 

Brasil, refletindo-se diretamente em mudanças cronológicas na epidemiologia dos subtipos de HIV-

1 nesta região. 

A análise das relações filogenéticas entre as seqüências do subtipo C do Brasil 

envolvidas neste estudo com seqüências de subtipo C de diversos países da África e da Ásia, onde 

este subtipo tem prevalência ou representatividade, mostrou a formação de um grupo monofilético 

pelas seqüências dos vírus do subtipo C do HIV-1 circulantes no Brasil tanto na região gag como na 

região env. Este resultado confirma a hipótese de uma introdução recente deste subtipo no Brasil, a 

partir de um único evento, ou, no mínimo, a partir de um grupo pequeno de vírus geneticamente 

relacionados, como sugerido por Soares M. e colaboradores (2003) com base na análise do gene 

pol. Essa hipótese é também sustentada pelos dados comparativos das distâncias genéticas entre as 

seqüências de uma mesma região geográfica, nos quais, os vírus do Brasil do subtipo C 

apresentaram as menores distâncias médias, tanto em gag como em env, quando comparados com 
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os vírus do subtipo C circulantes em países da África e com os vírus do subtipo B circulantes no 

Brasil, onde estes subtipos representam epidemias de longa duração causadas por múltiplas 

introduções (BRINDEIRO et al., 1999; SHANKARAPPA et al., 2001; GORDON et al., 2003). Por 

outro lado, as seqüências brasileiras do subtipo C tiveram distâncias médias mais semelhantes 

àquelas apresentadas pelos vírus do subtipo C da Índia (Tabela 4.4.1), os quais foram também 

sugeridos como representantes de uma introdução única e recente naquele país (SHANKARAPPA 

et al., 2001). Além disso, a baixa diversidade das seqüências do Brasil do subtipo C está refletida na 

curta extensão dos seus ramos nas árvores filogenéticas. 

A forte relação entre os vírus do subtipo C circulantes no Brasil é ainda corroborada 

pela observação de um padrão de assinaturas de aminoácidos nas seqüências de ambas as regiões 

genômicas analisadas. Estas assinaturas de aminoácidos podem ter significado evolutivo, estrutural 

e fenotípico. Por exemplo, dos 18 sítios diferentemente conservados nas seqüências env das 

amostras brasileiras do subtipo C, quatro foram descritos como sendo positivamente selecionados 

(posições 281 e 291 na região C2 e 336 e 343 na região C3 da gp 120), enquanto, nenhuma das 

outras substituições foi descrita como sendo negativamente selecionada (YAMAGUCHI-

KABATA; GOJOBORI, 2000). Todos os sítios positivamente selecionados encontram-se 

localizados na superfície da estrutura tridimensional da glicoproteína gp120 (YAMAGUCHI-

KABATA; GOJOBORI, 2000) e estão envolvidos com a ligação à molécula CD4 (KWONG et al., 

1998). Uma vez que, seleção positiva opera, no envelope viral, contra mudanças de aminoácidos 

que são responsáveis por variações antigênicas ou fenotípicas (YAMAGUCHI-KABATA; 

GOJOBORI, 2000) e considerando-se a importância funcional dessas posições, as assinaturas de 

aminoácidos observadas na linhagem brasileira de vírus do subtipo C podem estar relacionadas com 

aumento do “fitness” viral e com mecanismos virais de escape do sistema imune do hospedeiro. 

Uma outra característica observada nas seqüências de aminoácidos do subtipo C das nossas 

amostras foi a associação entre assinaturas específicas com a perda ou a emergência de novos sítios 

de N-glicosilação nas regiões C2 e C3 do envelope. Estudos prévios sugerem que a presença de 

carboidratos na gp120 contribui para a formação de uma barreira sobre a proteína viral que ajuda a 

“proteger” o vírus contra o reconhecimento pela resposta imune (CHACKERIAN et al., 1997; 

REITTER et al., 1998) e que a remoção dessas moléculas aumenta a resposta CTL ao envelope do 

HIV-1 (DOE et al., 1994). Um destes estudos demonstrou que a ausência de apenas dois sítios de 

N-glicosilação dentro e próximo da região V1 do envelope aumentou dramaticamente a resposta de 

anticorpos à estruturas específicas nesta região (REITTER et al., 1998). Uma das nossas 

observações que estaria sustentando a importância da glicosilação na gp 120 para o “fitness” viral é 
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o fato de que seqüências brasileiras do subtipo C perderam o sítio de N-glicosilação nas posições 

289 a 293, entretanto, através de uma substituição específica, elas adquiriram um novo sítio 

imediatamente adjacente nas posições 295 a 298 (Figura 4.5.1). Uma observação similar foi feita 

por Reitter e colaboradores (1998) na região V1, indicando a existência de uma pressão seletiva 

para a manutenção destes sítios dentro da gp120. Uma outra observação interessante é que as 

seqüências do subtipo B e as do subtipo C apresentaram padrões diferenciados de localização dos 

sítios de N-glicosilação dentro do fragmento do envelope estudado (Figura 4.5.1). Neste mesmo 

sentido, Brown e colaboradores (2005) encontraram diferenças significativas com relação ao 

número e posicionamento de sítios de N-glicosilação entre o subtipo B e a CRF_AE. À luz destas 

informações, estudos futuros envolvendo ensaios de neutralização com isolados de diferentes 

subtipos caracterizados quanto aos sítios de glicosilação no envelope viral poderão contribuir para 

esclarecer o significado destas diferenças. 

 Entre as amostras estudadas, foi observada uma significativa proporção de 27,3% de vírus recombinantes 

entre os subtipos B e C. Este resultado é semelhante à proporção de 25% de recombinantes encontrada por Brindeiro et 

al. (2003) para as regiões genômicas da protease (PR) e da transcriptase reversa (TR). A possibilidade de que estes vírus 

mosaicos representem seqüências gag e env amplificadas de diferentes cepas co-infectando o mesmo indivíduo não 

pode ser completamente excluída, entretanto, como os métodos utilizados nesta análise amplificam a cepa predominante 

do indivíduo, linhagens de diferentes subtipos teriam que estar presentes em quantidades aproximadamente iguais para 

explicar os resultados obtidos. Estudos prévios reportaram a presença de formas recombinantes BC circulando no Brasil 

(CORNELISSEN et al., 1996; GUIMARAES et al., 2002; BRINDEIRO et al., 2003; RODRIGUES et al., 2005), 

contudo, apenas um destes estudos demonstrou evidências, com base na região pol, de que estes vírus mosaicos foram 

gerados no país. Em nossas análises, o agrupamento das seqüências gag e env dos vírus recombinantes em um grupo 

monofilético e separado e a observação da presença de assinaturas de aminoácidos características das seqüências 

brasileiras sugerem que estas formas recombinantes são resultantes de eventos locais de recombinação e não 

representam introduções por migração de vírus recombinantes externos. Quando comparamos as regiões gag e env dos 

seis vírus recombinantes, de uma forma geral, a seqüência de subtipo C (gag) de todos os recombinantes foi mais 

similar à seqüência de outro recombinante da amostra (vírus circulantes na mesma região) do que à qualquer outra 

seqüência de referência do subtipo C utilizada (C8ETH222 (da Etiópia) e C96BW0502 (da Botsuana)). Por outro 

lado, a seqüência de subtipo B (env) dos recombinantes foi, muitas vezes, mais relacionada com a seqüência de 

referência utilizada (BUS83RF (dos Estados Unidos), BUS86JRFL (dos Estados Unidos) e BFR83HXB2 (da 

França)). Ainda, em algumas análises, seqüências env dos recombinantes (por exemplo RS014,RS021 e 

RS022) apresentaram valores muito baixos de “bootstrap” tanto com as seqüências de referência como com 

outras seqüências da amostra (RS009 e RS010, por exemplo), indicando a baixa relação de ancestralidade 

entre estas seqüências. Ao contrário, os valores consistentes de “bootstrap” entre as seqüências de subtipo C 

dos recombinantes indicam uma forte relação de ancestralidade comum entre elas. Através desta análise, nós 

encontramos três padrões distintos de recombinação, indicando que os eventos de recombinação entre os subtipos B e C 

estão ocorrendo com alta freqüência no sul do Brasil. Esta elevada taxa de recombinação pode ser claramente 
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endereçada às altas taxas de prevalência destes dois subtipos nesta região geográfica. Considerando-se ainda que os 

indivíduos RS021 e RS022, infectados por vírus mosaicos C/B, estavam infectados desde 1998 (Tabela 4.1.1), e que o 

primeiro recombinante BC circulante no Brasil foi detectado entre 1992 e 1993 (CORNELISSEN et al., 1996), nós 

podemos especular que eventos de recombinação entre estes dois subtipos de HIV-1 estão ocorrendo no país há mais de 

10 anos. Este achado contrasta com relatos anteriores os quais sugerem que estes eventos começaram a ocorrer mais 

recentemente (SOARES E. et al., 2003). Uma vez circulante na população, estas cepas recombinantes podem adquirir 

vantagens adaptativas com relação à transmissão e à disseminação, desta forma, o seu reconhecimento e caracterização 

devem ser encarados como medidas importantes para a manutenção da vigilância da epidemia no país. Apesar da alta 

freqüência com que os eventos vêm ocorrendo, nenhuma forma recombinante circulante (CRF) envolvendo vírus 

brasileiros do subtipo C foi descrita até o momento. Para tanto, estudos mais complexos envolvendo a caracterização de 

genomas completos de cepas brasileiras deste subtipo são necessários. Os isolados obtidos neste trabalho podem vir a 

contribuir como matéria-prima para estes estudos futuros. 

 Ainda com relação à classificação dos subtipos das seqüências, na análise da região env (Figura 4.2.1), a 

amostra RS019 agrupou junto com as seqüências de referência do subtipo F1 (“bootstrap” igual 97), porém formando 

um grupo irmão junto com a RS020. Quando analisamos esta amostra na região gag (Figura 4.2.2), a mesma saiu 

separada de todas as outras seqüências. Entretanto, na análise de suptipagem pela ferramenta REGA HIV-1 (dados não 

mostrados), RS019 foi classificada como subtipo F1 (“bootstrap” igual a 70) em gag também. Além disso, a análise de 

“Bootscanning” desta amostra (Figura 4.2.3 (c)) mostrou que ela é mais relacionada com a seqüência de referência do 

subtipo F do que com qualquer outra seqüência em ambas as regiões genômicas. Assim, possivelmente esta amostra 

representa um vírus do subtipo F que sofreu um grau considerável de variação e, de fato, algumas mudanças notáveis 

foram observadas nas suas seqüências. Por exemplo, esta amostra apresentou duas inserções de aminoácidos na sua 

seqüência gag, o que poderia estar contribuindo para “tirá-la” do agrupamento na árvore. Finalmente, quando 

analisamos a reconstrução filogenética com base nas seqüências concatenadas de env e gag (Figura 4.6.1), a amostra 

RS019 agrupou junto com a RS020 em um grupo irmão das seqüências de referência do subtipo F1 (“bootstrap” igual a 

75) em uma topologia bastante semelhante à da análise isolada da região env (Figura 4.2.1). Uma observação que 

poderia explicar, pelo menos em parte, a topologia na qual uma amostra classificada como F aparece mais relacionada 

com uma amostra BF do que com outras seqüências do subtipo F é o fato de que, neste fragmento analisado, a 

seqüência de env, em cuja análise as seqüências RS019 e RS020 foram classificadas muito próximas, corresponde a 

55% do total do fragmento. Por outro lado, este resultado reforça a idéia de que a amostra RS019 apresenta um 

fragmento de gag bastante divergente. 

 No presente trabalho nós descrevemos propriedades fenotípicas de isolados brasileiros 

do subtipo C e recombinantes C/B. Embora a mudança do fenótipo viral R5 para o fenótipo X4 

esteja associada com a fase avançada da doença nas infecções causadas pelos subtipos A, B, D e 

CRF_AE (DE WOLF et al., 1994; TSHERNING et al., 1998), e os cinco isolados do subtipo C 

caracterizados tenham sido obtidos a partir de pacientes apresentando sintomas de AIDS, estes 

isolados utilizaram preferencialmente o correceptor CCR5 para infecção celular. Mais 

especificamente, quatro deles foram capazes de infectar apenas as células U87-CCR5+ e não foram 

capazes de induzir sincícios em células das linhagens MT-2 e SUPT-1. Nossos resultados são 
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consistentes com outros relatos (CECILIA et al., 2000) mostrando que o subtipo C do HIV-1 é 

distinto dos demais subtipos com relação à evolução da utilização do receptor de quimiocina, com a 

rara utilização do CXCR4, mesmo de isolados obtidos de pacientes com AIDS. Contudo, um dos 

nossos isolados do subtipo C (RS001) foi capaz de infectar adicionalmente células U87-CXCR4+, 

embora o efeito citopático observado nestas células tenha sido menor, nos três experimentos 

realizados, em comparação com àquele verificado para as células U87-CCR5+. De forma 

semelhante, a indução da formação de sincícios em células T de linhagem por este isolado foi 

menor do que a induzida pelos isolados recombinantes C/B. Embora este isolado duplo trópico 

possa representar uma mistura de populações virais com fenótipos distintos, cada uma utilizando 

diferentes correceptores para a entrada na célula, a baixa eficiência na utilização do receptor 

CXCR4 indica que este isolado representa uma variante transitória entre os dois fenótipos 

(PASTORE et al., 2004). Um outro estudo recente relatou que de dez isolados do subtipo C capazes 

de utilizar o correceptor CXCR4, nove foram capazes de utilizar também o correceptor CCR5 

(JOHNSTON et al., 2003). Assim, nós podemos especular que a mudança R5-para-X4 pode ocorrer 

em indivíduos infectados com vírus do subtipo C, mas dado o requerimento mínimo de uma ou duas 

mudanças de aminoácidos na região V3 para essa mudança da utilização do correceptor (BOYD et 

al., 1993; CHESEBRO et al., 1996), e a rara observação de variantes X4 entre os pacientes 

infectados com o subtipo C, nós acreditamos que deve haver pressão seletiva para a manutenção das 

cepas R5. Essa pressão seletiva pode está sendo gerada por fatores do hospedeiro como prevalência 

de tipos celulares (apresentando diferentes níveis de expressão das moléculas CCR5 e CXCR4), 

níveis de quimiocinas, eficiência da resposta imune humoral e CTL e/ou por propriedades 

intrínsecas do vírus (PASTORE et al., 2004). 

 Em associação com as características biológicas, a análise das seqüências de 

aminoácidos da alça V3 mostrou que esta região genômica está muito mais conservada (Tabela 

4.4.1) e possui carga total menor nos vírus do subtipo C do que nos vírus do subtipo B, o que é 

consistente com o fenótipo NIS e R5 da maioria dos isolados do subtipo C. Outros estudos 

reportaram previamente uma maior conservação da alça V3 nos vírus do subtipo C comparados com 

vírus de outros subtipos (KORBER et al., 1994; GASCHEN et al., 1999). A manutenção de cepas 

com baixa carga positiva na alça V3 em indivíduos infectados com o subtipo C poderia estar 

favorecendo a presença de variantes virais com maiores chances de serem transmitidas do que os 

vírus com cargas maiores e apresentando fenótipo X4. A idéia da existência de uma pressão para a 

conservação da alça V3 nos isolados do subtipo C pode ser sustentada pelo fato de que, apesar da 

existência de 18 substituições de aminoácidos específicas das seqüências do Brasil do subtipo C no 
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fragmento estudado (o que representa 10% da seqüência), nenhuma delas ocorreu dentro desta 

região genômica. Entretanto, a substituição V295N das seqüências brasileiras (Figura 4.5.1) 

originou um novo sítio de N-glicosilação na posição -1 em relação ao início da V3 o qual encontra-

se, em geral, ausente na maioria dos vírus do subtipo C (GORDON et al., 2003). Um estudo anterior 

sugeriu que a ausência deste sítio estaria associada com a presença de um sítio de fosforilação na 

posição 11 da alça V3 (determinado pela presença de um aminoácido serina nesta posição), e que 

esta associação estaria contribuindo para uma utilização eficiente do correceptor CCR5 pelos vírus 

do subtipo C (GORDON et al., 2003). Contudo, os isolados do subtipo C descritos neste estudo, 

efetivos na utilização do correceptor CCR5, apresentaram ambos os sítios de N-glicosilação e de 

fosforilação. Assim, estudos futuros poderão esclarecer melhor a real importância destes sítios no 

processo de entrada do vírus na célula. Uma outra observação com relação à alça V3 é que, com 

base na predição do fenótipo através da seqüência de aminoácidos, entre os três isolados capazes de 

utilizar o receptor CXCR4, somente o RS022 apresentou resultados concordantes entre estes dois 

métodos (caracterização biológica in vitro e predição através da seqüência). Os isolado R5X4 

RS001 e RS021 não apresentaram aminoácidos básicos nas posições 11 e 25 e suas cargas totais 

foram +3 e +4, respectivamente, semelhante à carga dos vírus R5 e NIS. A ausência de correlação 

entre a seqüência de aminoácidos da alça V3 e a capacidade de induzir sincícios in vitro de isolados 

de diferentes subtipos genéticos, inclusive do subtipo B vem sendo relatada em outros trabalhos 

(HOLM-HANSEN et al., 1995; SABRI et al., 1996). Por exemplo, Peeters e colaboradores (1999) 

observaram que somente 4 de 12 (33,3%) isolados IS apresentaram aminoácidos básicos nas 

posições 11 e/ou 25 da alça V3. As características genéticas da alça V3 dos isolados duplo-trópicos 

RS001 e RS021 junto com estes relatos podem significar evidências de que outras regiões do gene 

env, além da V3, podem contribuir para o tropismo viral. De fato, outros estudos envolvendo 

caracterização de vírus duplo-trópicos demonstraram que resíduos dentro das alças V4 e V5 da 

glicoproteína gp120, assim como, resíduos dentro da gp41, contribuem para o fenótipo X4 (HU et 

al., 2000; SINGH et al., 2000). Por outro lado ainda, um dos nossos isolados do subtipo C R5/NIS 

apresentou carga total igual a +5 na região V3, enquanto que, o isolado recombinante C/B RS021, 

que foi classificado como R5X4/IS, apresentou carga total igual a +4 nesta região. Essas 

observações em conjunto sugerem que a classificação do fenótipo viral não deve se basear apenas 

na detecção através de métodos genéticos e que diferentes isolados de HIV-1 podem desenvolver 

estratégias moleculares distintas para a mudança da utilização do correceptor. Deve-se considerar 

ainda que estas diferenças podem ser alternativamente atribuídas à presença de populações distintas 

(quasispécies). Uma vez que os isolados obtidos não representam clones e que as seqüências das 

amostras foram obtidas a partir de PBMC, e considerando-se que estas técnicas (isolamento viral e 
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PCR/ sequenciamento) podem selecionar variantes virais, os dados moleculares da seqüência 

podem não refletir os dados da cultura. 

 Entre as nossas amostras, os eventos de recombinação detectados ocorreram sempre com o subtipo C na 

região gag e com o subtipo B na região env. Uma vez que estes vírus mosaicos foram provenientes de pacientes que se 

encontravam em estágios avançados da doença, e considerando-se que a mudança do fenótipo R5 para o fenótipo X4 

ocorre em pelo menos 50% dos indivíduos infectados com o subtipo B que atingem a fase de AIDS (KARLSSON et al., 

1994; CONNOR et al., 1997), a seleção e expansão destas variantes pode estar relacionada a funções biológicas do 

envelope do subtipo B. De fato, os dois recombinantes C/B caracterizados quanto as suas propriedades biológicas foram 

classificados como vírus duplo-trópicos e indutores de sincícios, funções muito mais freqüentemente observadas entre 

cepas do subtipo B. 

Ainda em relação aos recombinantes RS021 e RS022, suas seqüências foram muito similares, 

apresentando 96.9% e 94.4% de identidade em gag e em env respectivamente. Uma vez que estes vírus foram isolados a 

partir de dois irmãos gêmeos, muito similares em suas características genéticas, a forte influência do ambiente 

hospedeiro (VAN OPIJNEN; BERKHOUT, 2005) pode ter atuado como agente modulador do genótipo e fenótipo viral. 

Por outro lado, ambos os pacientes devem ter sido infectados através do uso de drogas injetáveis, o que leva à 

possibilidade de que um deles tenha transmitido o vírus para o outro ou que eles tenham sido infectados a partir de uma 

mesma rota de transmissão. 

 Através deste estudo, nós identificamos características moleculares e biológicas de 

isolados de HIV-1 circulantes no Brasil. Apesar do número limitado da amostra, foi observada uma 

grande diversidade de genótipos virais, com participação marcante de vírus recombinantes. Vale a 

pena ressaltar que uma diversidade ainda maior é esperada dentro dessa população, uma vez que 

somente parte do genoma dos vírus foi caracterizada. A detecção destas variantes virais tem 

implicações para a vigilância da epidemia e para a reavaliação de medidas profiláticas e terapêuticas 

considerando-se que estes eventos de recombinação são resultantes de episódios de co-infecção. 

Além disso, nós observamos diferenças moleculares entre os subtipos B e C, bem como 

confirmamos a existência de diferenças biológicas entre estes dois subtipos, o que levanta a questão 

de como e se estas diferenças influenciam na determinação do curso da infecção pelo HIV-1. 
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6. CONCLUSÕES 

 Concluímos com nossos resultados que a epidemia de HIV/AIDS no sul do Brasil é caracterizada por uma 

grande diversidade de genótipos virais, onde os subtipos B, C e F e recombinantes BC e BF estão co-circulando. 

 Os resultados de caracterização genotípica das amostras confirmam relatos anteriores sugerindo que a 

prevalência do subtipo C na região sul do Brasil está aumentando desde a sua introdução. Com base na caracterização 

molecular das regiões genômicas gag e env, observou-se prevalência significativamente maior de subtipo C para a 

região gag (54,5%), comparada com a região do envelope (27,3%), refletindo a importância da caracterização de mais 

de um gene para subtipagem e vigilância epidemiológica no país. 

A formação de um grupo monofilético pelas seqüências do subtipo C do Brasil, através de reconstrução 

filogenética, a baixa diversidade genética entre elas em comparação com seqüências de subtipo C de outras regiões 

geográficas e a existência de um padrão de assinaturas de aminoácidos nestas seqüências sugerem que a entrada deste 

subtipo no país representou um evento recente causado por uma única linhagem viral. 

 Eventos de recombinação são processos comuns entre diferentes genótipos de HIV-1 em co-circulação 

em uma mesma região geográfica. Foi observada uma alta proporção (27,3%) de formas recombinantes entre os 

subtipos B e C entre as amostras estudadas, o que representa provavelmente o reflexo das altas taxas de prevalência 

destes subtipos na região sul do país. A observação de três padrões distintos de recombinação e a presença de 

assinaturas de aminoácidos brasileiras indicam que os eventos estão ocorrendo em elevadas taxas há mais de dez anos 

no Sul do Brasil. 

 A caracterização biológica dos isolados mostrou que a utilização do correceptor CXCR4 ocorreu 

raramente entre os isolados do subtipo C. A análise das seqüências de aminoácidos da alça V3 mostrou que nos vírus do 

subtipo C esta região genômica está muito mais conservada e possui carga total menor do que nos vírus do subtipo B, o 

que é consistente com o fenótipo NIS e R5 da maioria dos isolados do subtipo C. 
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Anexo A: Análise filogenética Máxima Verossimilhança (“Maximum Likelihood”) mostrando a relação dos 

vírus do Brasil do subtipo C do HIV-1 com isolados do subtipo C de diferentes regiões geográficas com 

base nas seqüências do envelope. A seqüência VI686 do grupo O do HIV-1 foi utilizada como grupo 

externo. Os asteriscos significam que o método ML foi altamente significativo, com um valor de p < 0,001. 

As seqüências geradas neste estudo estão representadas em vermelho. 
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Anexo B: Análise filogenética Máxima Verossimilhança (“Maximum Likelihood”) mostrando a relação dos 

vírus do Brasil do subtipo C do HIV-1 com isolados do subtipo C de diferentes regiões geográficas com base 

nas seqüências de gag. A seqüência OCM91MVP5 do grupo O do HIV-1 foi utilizada como grupo externo. 

Os asteriscos significam que o método ML foi altamente significativo, com um valor de p < 0,001. As 

seqüências geradas neste estudo estão representadas em vermelho e aquelas com subtipo discordante em 

relação à env estão sublinhadas. 
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