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APRESENTAÇÃO                                            

Um acentuado grau de diversidade genética entre as diferentes amostras de HIV-1 

foi rapidamente evidenciado a partir da análise dos primeiros isolados virais.      

Atualmente, a análise filogenética de diferentes isolados HIV-1 permitiu classificá-los em 

três grupos distintos. O grupo M ("major"), mais prevalente, apresenta-se subdividido em 

pelo menos 14 formas genéticas, constituindo 9 subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e 5 

formas recombinantes (A/E, A/G, A/G/I, A/B e A/G/I/J), recentemente denominadas CRFs 

("Circulating Recombinant Forms"). O Grupo O ("outlier") agrupa vírus divergentes, 

principalmente do oeste africano, enquanto que o grupo N é composto de vírus com 

estrutura genética intermediária entre os grupos M e O.  A existência destes tipos e subtipos 

com características genéticas distintas pode ter impacto sobre a imunopatogenia da 

infecção, dificultando o desenvolvimento de vacinas anti-HIV-1 pluripotentes. 

 

Buscando melhor conhecer o espectro da diversidade do HIV-1 no Brasil e suas 

potenciais implicações no estabelecimento de futuros programas imunoprofiláticos no país, 

realizamos um conjunto de trabalhos visando analisar o polimorfismo viral em diferentes 

regiões geográficas, além de participar do esforço nacional para o isolamento e 

caracterização do HIV-1 nos sítios selecionados pelo Ministério da Saúde para futuros 

testes de vacinas anti-HIV/AIDS, no contexto da Rede Nacional para o Isolamento e 

Caracterização do HIV-1 no Brasil.  No seu conjunto, foram analisadas amostras de HIV-1 

obtidas ao longo de aproximadamente 10 anos da epidemia de AIDS no país.                 

Uma série de análises genotípicas, fenotípicas e antigênicas foram realizadas nestas 

amostras objetivando determinar o grau de diversidade genética entre as amostras de HIV-1 

circulantes no país, além de melhor conhecer a distribuição dos diferentes subtipos virais. 

Além disso realizamos o sequenciamento genômico do gene do envelope e genes acessórios 

de uma amostra brasileira do subtipo D, permitindo conhecer de forma detalhada sua 

estrutura molecular. A determinação do fenótipo viral em diferentes linhagens celulares 

permitiu conhecer a diversidade biológica destas amostras que, juntamente com a análise 

das seqüências do envelope, permitiu estudar o impacto de determinadas substituições de 

aminoácidos na estrutura da alça V3 do HIV-1, como determinante do fenótipo indutor de 

sincício. A diversidade antigênica, avaliada pela reatividade de soros de indivíduos 

positivos para o HIV-1 frente a diferentes peptídeos sintéticos subtipo-específicos, bem 

como, a utilização desta técnica sorológica como método de sorotipagem, são amplamente 

discutidos.   A possível associação do subtipo viral com via de transmissão, sexo e fator 

racial, foi investigada em populações de risco com características socio-demográficas 

africanas.  

 

Estes resultados em conjunto permitiram uma avaliação abrangente dos níveis de 

diversidade do HIV-1 no Brasil, enfatizando a necessidade do estabelecimento de um 

programa de vigilância contínuo para o monitoramento desta diversidade em diferentes 

regiões geográficas. Estas informações serão de fundamental importância no conhecimento 

da patogenia da infecção e para futuros testes de vacinas anti-HIV-1/AIDS a serem 

estabelecidos no Brasil. 
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RESUMO 

 

 

Desde o estabelecimento em cultura do primeiro isolado de HIV-1 no Brasil (Galvão-

Castro e cols., 1987), já podíamos perceber um polimorfismo genético e biológico em 

amostras obtidas no início da epidemia de AIDS no país, indicando que esta heterogeneidade 

seria similar a descrita para o HIV-1 em outras partes do mundo (Couto-Fernandez e cols., 

1992).  Nos anos subsequentes, buscando um melhor detalhamento da estrutura genética 

destes isolados, entre outros, sequenciamos um fragmento genômico de aproximadamente   

860pb correspondentes as regiões V3, V4, V5 e parte da gp41 do envelope viral de  6 amostras 

coletadas entre 1987 e 1989 (documento 1). A análise filogenética mostrou que estas amostras 

brasileiras eram do subtipo B, com níveis de diversidade variando entre 5,9 e 13, 1%.             

A análise das seqüências de aminoácidos da alça V3  revelou que 3 amostras possuíam o 

motivo GPGR no topo da alça, característico de isolados Norte Americanos/Europeus, 

enquanto que nas outras três existia uma substituição da prolina pelo triptofano (W), metionina 

(M) e fenilalalina (F), respectivamente.  O grau de diversidade antigênica, avaliado pela 

reatividade sorológica de 114 soros obtidos de pacientes do Rio de Janeiro, coletados no 

período de 1990 a 1992, frente à diferentes peptídeos sintéticos subtipo-específicos, mostrou 

que 60,5% deles reagiram com peptídeos do subtipo B e 15,8% mostraram reatividade 

específica para o peptídeo Bra-cons (GWG). Um elevado percentual de soros (37,7%) não 

mostrou reatividade com os diferentes peptídeos usados.  

 

 

Buscando conhecer o espectro da diversidade do HIV-1 nos sítios selecionados para 

futuros testes de vacinas anti-HIV/AIDS, foi estabelecida a Rede Nacional de Laboratórios 

para Isolamento e Caracterização do HIV-1 no Brasil, que permitiu uma análise abrangente 

e sistematizada de amostras coletadas em diferentes regiões do país.   

 

 

Estes estudos, realizados primeiramente em amostras do Rio de Janeiro    

(documento 2) e, subseqüentemente, de forma mais detalhada em amostras provenientes de 

três grandes cidades brasileiras (São Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte), permitiu a 

identificação de três subtipos genéticos do HIV-1, na proporção de 82,9% das amostras do 

subtipo B, 14,3% subtipo F e 2,9% subtipo C (documento 3). A variante B’’ foi identificada 

em 45% das amostras do subtipo B.  A análise filogenética de 25 isolados virais utilizando 

seqüências genômicas correspondentes a região C2V3 do envelope viral, mostrou 100% de 

concordância com os resultados da análise da mobilidade de heteroduplexes - HMA.                        

Não foi observada associação significativa entre os diferentes subtipos genéticos e 

propriedades biológicas in vitro.  Confirmando dados anteriores, não foi demonstrada 

associação entre subtipos genéticos e perfis de soro-reatividade frente a peptídeos subtipo-

específicos ou neutralização heteróloga.   
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 Reconhecendo a existência de lacunas no conhecimento sobre os níveis de diversidade 

do HIV-1 em outras regiões do Brasil, fora do eixo Rio - São Paulo, realizamos a     

subtipagem genética do HIV-1 em amostras obtidas de diferentes populações de risco na 

cidade de Salvador-Bahia (documento 4) que, atualmente, concentra o segundo maior número 

de casos de AIDS na região nordeste.  Neste estudo foram analisadas amostras de usuários de 

drogas injetáveis (UDI) e de indivíduos infectados por via sexual.  No grupo dos UDI, 89,5% 

das amostras foram classificadas como subtipo B, 3% subtipo F e 7,5% mostrou um perfil B/F 

na análise pelo HMA.  No grupo de transmissão sexual, 95% das amostras eram do subtipo B, 

3,4% mostrou um perfil B/F e uma amostra o perfíl B/C/E no HMA.  O sequenciamento 

genômico das amostras com múltiplos perfis no HMA permitiu classificá-las 

filogenéticamente como sendo do subtipo B, enquanto que as amostras do subtipo F, se 

agruparam com amostras brasileiras referência do mesmo subtipo.  A análise da reatividade 

sorológica frente à diferentes peptídeos sintéticos subtipo-específico mostrou níveis elevados 

de reatividade cruzada entre os diferentes peptídeos, não permitindo a discriminação 

sorológica dos diferentes subtipos do HIV-1 no Brasil, bem como da variante B´´.  Ainda no 

referido estudo, não pudemos verificar associação entre os subtipos de HIV-1 e via de 

transmissão, sexo ou fator racial.  

 

 

Estimativas do Programa de AIDS das Nações Unidas (1999) calculam que nos 

próximos anos, vírus do subtipo não-B serão os principais responsáveis pelo surgimento de 

novos casos de AIDS, principalmente nos países em desenvolvimento. Neste contexto, 

buscando obter informações detalhadas sobre a estrutura molecular de vírus não-B circulante 

no Brasil, realizamos o sequenciamento molecular de uma amostra do subtipo D, 

recentemente identificada no Rio de Janeiro. A análise das seqüências de nucleotídeos da 

amostra D brasileira mostrou estreita relação filogenética com isolados africanos do mesmo 

subtipo (documento 5). Os resíduos de cisteínas se mostraram relativamente conservados, 

novos sítios de glicosilação e uma grande inserção foi detectada na região V1/V2 do envelope 

viral, enquanto que o domínio GPGQ estava presente no topo da alça V3.  Nenhum evento de 

recombinação foi verificado no envelope e genes acessórios, contudo, a porção 5´do gene nef 

mostrou relação filogenética com vírus do subtipo B.  

 

 

Concluindo, realizamos um estudo comparativo dos níveis de diversidade da região V3 

das amostras de HIV-1 incluídas neste estudo, procurando determinar o envolvimento de   

substituições de aminoácidos básicos, bem como da distribuição de cargas nesta região, como 

determinante do fenótipo/tropismo viral (documento 6). Aparentemente, a variabilidade da 

região V3 não implicou em alteração significativa da sua estrutura espacial. Apesar de não 

existir diferença significativa da carga total, ponto isoelétrico (pI) e percentual de aminoácidos 

básicos da região V3, pudemos detectar uma maior concentração de cargas positivas nos 

isolados T-linfotrópicos, indutores de sincício,  assim chamados SI.  Não houve correlação dos 

parâmetros acima analisados com subtipo genético do HIV-1, fenótipo biológico ou 

distribuição geográfica.         
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ABSTRACT 

 

 

Since the first isolation of a Brazilian HIV-1 strain (Galvão-Castro e cols., 1987) a 

genetic and biologic polymorphism of HIV-1 samples obtained at the beginning of the 

AIDS epidemic in Brazil was evident, similar to that described for HIV-1 in other regions 

of the world (Couto-Fernandez e cols., 1992).  Subsequently, to better know the genomic 

structure of this and other isolates, we sequenced a 860-base pair envelope fragment 

including V3, V4, V5, and the beginning of gp41 of six Brazilian HIV-1 strains, isolated 

between 1987 and 1989.  The phylogenetic analysis classified all Brazilian samples as 

genotype B, with interhost distances between 5.9 and 13,1%.  The amino acid sequence 

analysis of the V3 loops revealed that three strains contained the North American/European 

GPGR motif at the top of the loop whereas in the other three strains proline (P) was 

substituted by tryptophan (W), methionine (M), or phenylalanine (F), respectively.  The 

antigenic diversity was analyzed through the serological reactivity of 114 sera of HIV-1 

infected patients from Rio de Janeiro (1990/1992), against subtype-specific HIV-1 

synthetic peptides.  Sixty-nine sera (60.5%) reacted with peptides belonging to genotype B 

and 15,8% had biding antibodies to the Bra-cons (GWG) peptide. A high number of sera 

(37,7%) had no antibodies to any of the V3 peptides tested. 

 

 

To better understand the spectrum of HIV-1 diversity in three potential HIV vaccine 

sites in Brazil, the Brazilian Network for HIV isolation and Characterization was 

established for a systematic surveillance of HIV variability in different geographic regions.  

 

These studies were first performed in HIV-1 samples obtained from patients from 

Rio de Janeiro (document 2) and, subsequently more detailed analysis of isolates from three 

big Brazilian cities (São Paulo, Rio de Janeiro and Belo Horizonte), revealed the presence 

of three genetic subtypes of HIV-1 identified by HMA: B (in 82,9% of the samples), F 

(14,3%) and C (2,9%) [document 3].  The HIV-1 B’’ variant was identified in 45% of 

subtype B samples.  Phylogenetic analysis based on the C2V3/env DNA sequence from all 

25 specimens examined was 100% concordant with the heteroduplex mobility assay 

(HMA) results.  No significant association was found between HIV-1subtypes and the 

mode of transmission or biological properties of the HIV-1 isolates.  Consistent with 

previous results, no relationship between viral subtype and peptide ELISA seroreactivity or 

neutralization was evidenced. 

 

 

To expand the analysis to regions not belonging to the southeast Brazilian region, 

we investigated the distribution of HIV-1 genetic subtypes in different populations from 

Salvador – Bahia (document 4), where the second major concentration of AIDS cases from 

the northeast Brazil is found nowdays.  Blood samples from HIV-1 seropositive injecting 

drug users (IDUs) and individuals infected sexually, were analyzed using HMA. In the IDU 

group, 89,5% were classified as subtype B, 3% as subtype F, and 7,5% showed a B/F HMA 
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profile.  In the sexual transmission (ST) group, 95% were identified as B subtype, 3,4% 

showed a B/F profile, and 1,6% a B/C/E HMA profile.  All Brazilian samples that showed 

multiple reactivities in HMA analysis clustered on sequencing with North 

American/European HIV-1 B subtype isolates in the phylogenetic analysis, whereas the F 

subtypes clustered with F Brazilian HIV-1 isolates.  Serologic reactivities of IDU’s sera 

were examined using a panel of synthetic V3 loop peptides representative of the different 

HIV-1 subtypes. A high level of cross-reactivity was observed against the different 

peptides, not permitting the serologic HIV-1 typing of the genetic subtypes circulating in 

Brazil, even of the B’’ variant.  No difference in the serologic reactivity between F and B 

subtype plasma could be observed.  In this study, no significant association was found 

between HIV-1 subtypes and the mode of transmission. 

 

 

For the coming decades the AIDS Program of the United Nations (UNAIDS, 1999) 

estimates that non-B subtypes of HIV-1 will be responsible for the majority of new AIDS 

cases in developing countries.  In this context, we genetically characterized a HIV-1 

subtype D strain recently identified in Rio de Janeiro, Brazil.  The nucleotide sequence of 

the Brazilian subtype D clearly grouped with African HIV-1 viruses from the same subtype 

(document 5). The cysteine residues were relatively well conserved, new glycosilation sites 

and a big insertion was detected in the V1/V2 envelope region.  However, the V3 diplayed 

the characteristic GPGQ motif in the top.  No recombinant events were observed in the 

viral envelope and accessory genes.  However, the 5’ region of the nef gene appears to be 

closer to subtype B sequences. 

 

 

In conclusion, in order to evaluate the molecular diversity in the envelope V3 region 

of the Brazilian HIV-1 strains included in this study, we analyzed the patterns of amino 

acid substitutions of NSI-like and SI-like isolate sequences to verify the involvement of 

basic amino acid substitutions, as well as the distribution of charges in this region, as 

predictor of viral phenotype/tropism (document 6).  Apparently, the V3 region diversity 

was not implied in significant changes in its spatial structure.  Although no significant 

differences in the total charges, isoelectric points (pI) and percentages of basic amino acids 

in the V3 region of Brazilian strains, a higher concentration of positive charges in T-

lymphotropic “syncytium inducing” isolates could be detected.  No correlation was 

observed between the parameters analyzed and HIV-1 genetic subtype, biologic phenotype 

or geographic distribution.   
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1. INTRODUÇÃO 

 

A Síndrome de Imunodeficiência Adquirida, SIDA (ou, em inglês, AIDS), foi 

reconhecida como uma nova entidade clínica em 1981, a partir da identificação nos Estados 

Unidos da América (EUA) de um grande número de casos de Sarcoma de Kaposi e 

pneumonia por Pneunocystis carinii acometendo, principalmente, homossexuais/bissexuais 

masculinos jovens, previamente saudáveis e sem uma causa aparente para tal quadro clínico     

(Gottlieb, e cols., 1981; Masur e cols., 1981).  A maioria dos pacientes apresentava 

infecções graves causadas por agentes oportunístas e uma profunda depressão da resposta 

proliferativa de linfócitos T à estimulação por antígenos ou mitógenos (CDC, 1982; 

revisado por Andreolli e cols., 1993). 

 

A AIDS se caracteriza por um importante quadro de imunodeficiência,  

acompanhado de um amplo espectro de manifestações clínicas, como infecções 

oportunistas, vários tipos de câncer e degeneração do sistema nervoso central (Rutherford e 

cols., 1990).  A evolução do quadro clínico da AIDS está freqüentemente associada ao 

colapso do sistema imunológico, freqüentemente, levando o indivíduo infectado à morte.  

Entretanto, com a recente introdução de terapias antiretrovirais combinadas, está havendo 

uma tendência de mudança da história natural da infecção em alguns países, como por 

exemplo, o Brasil, onde já existe uma queda sensível nos índices de  morbidade e 

mortalidade (Boletim Epidemiológico AIDS, Ministério da Saúde, ano XII n003, agosto 

1999). 
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A epidemia de AIDS tem se expandido rapidamente por todas as regiões do mundo.  

Aproximadamente, 50 milhões de pessoas se infectaram desde o começo da epidemia com 

o vírus da imunodeficiência humana (HIV).  Até novembro de 1999, o Programa Conjunto 

de AIDS das Nações Unidas (UNAIDS/ONUSIDA) registrou 33,5 milhões casos de AIDS 

em todo o mundo, com mais de 16 milhões de mortes.  Estima-se que aproximadamente    

16 mil pessoas se infectam, diariamente em todo o mundo (UNAIDS, Relatório 

Epidemiológico,  novembro 1999).  A transmissão heterossexual atualmente é responsável 

pelo maior número de novos casos no mundo, e a incidência entre mulheres na idade 

reprodutiva vêm aumentados progressivamente desde o início da epidemia (UNAIDS, 

1999).  Apesar do esforço integrado de diferentes setores da comunidade médico-científica, 

esta infecção continua representando um grave problema de Saúde Pública, principalmente 

para países em desenvolvimento, onde, somente no Brasil, o Ministério da Saúde registrou 

até agosto de 1999, 170.073 casos de AIDS, sendo 41.052 destes casos em mulheres 

(24,1%) [Boletim Epidemiológico AIDS, Ministério da Saúde, ano XII n003, agosto1999]. 

 

O agente etiológico 

 

O primeiro lentivírus humano foi isolado em 1983, dois anos depois da descrição 

dos primeiros casos de AIDS pelo grupo de Luc Montagnier do Instituto Pasteur de Paris, 

França (Barré-Sinoussi e cols., 1983). Este vírus, isolado a partir da cultura de células de 

linfonodo de um paciente apresentando síndrome de linfoadenopatia persistente (SLP), 

recebeu a denominação de LAV ("lymphoadenopathy associated virus").  Logo em seguida, 

outros dois grupos isolaram um retrovírus que foi denominado, respectivamente, HTLV-III, 

de "human T-lymphtropic virus type III" (Popovic e cols., 1984; Gallo e cols., 1984), 
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devido à sua semelhança com vírus do grupo dos HTLV, e ARV, de "AIDS related virus" 

(Levy e cols., 1984).   

 

A análise genética destes três vírus mostrou tratar-se na realidade de variantes do 

mesmo retrovírus (Alizon e cols., 1984; Wain-Hobson e cols., 1985; Ratner e cols.,1985).          

No entanto, esta classificação como membro do grupo dos HTLVs passou a ser 

controversa, principalmente em função da observação do declínio do número de linfócitos 

TCD4+ nos pacientes com AIDS (Stahl e cols., 1982), contrariando dados sobre a 

imunopatogenia da infecção pelos HTLVs.  Finalmente, de acordo com as características 

morfoestruturais e biológicas obtidas de diferentes isolados virais (Gelderblom e cols., 

1987), estes vírus foram reconhecidos como membro do subgrupo dos lentivírus, os quais 

estão associados a infecções persistentes com longos períodos de evolução clínica.             

A denominação HIV ("human imunodeficieny virus"), para o vírus da imunodeficiência 

humana, foi então adotada para a classificação destes vírus (Coffin e cols., 1986). 

 

Em 1986, Clavel e colaboradores isolaram de um paciente com AIDS um outro 

retrovírus morfologicamente semelhante ao HIV, compartilhando o mesmo tropismo por 

linfócitos CD4+.  Este novo vírus, distinto sorologicamente do HIV-1, foi denominado 

HIV-2.  A análise da sua estrutura genética, mostrou uma organização genômica muito 

similar ao HIV-1.  A homologia na seqüência de nucleotídeos destes dois vírus é de 

aproximadamente 50% (Clavel e cols., 1986).  Atualmente, o HIV-1 é o principal 

responsável pela pandemia de AIDS, estando os casos de infecção pelo HIV-2 restritos, 

principalmente, a alguns países da África central e ocidental (Clavel e cols., 1986; Romieu 

e cols., 1990).  Apesar de existirem registros isolados da presença do HIV-2 em outras 
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regiões do mundo, como, Estados Unidos e Europa (Sullivan e cols., 1998; Cazein e cols., 

1996),  Ásia (Rübsamen-Waigmann e cols., 1991), Brasil (Pianiazek e cols., 1991), e mais 

recentemente, na Argentina (Libonatti e cols., 1998).   

 

Aparentemente, estes dois vírus possuem patogenicidade diferenciadas, pois, 

embora ambos tipos virais induzam a progressão para a AIDS, o tempo necessário para o 

aparecimento dos primeiros sintomas na infecção pelo HIV-2 é sensivelmente mais longo 

que para o HIV-1 (Marlink e cols., 1994). 

 

Classificação dos Retrovírus 

 

A família dos retrovírus, que compreende toda partícula viral com genoma RNA e 

que possua a enzima transcriptase reversa, se apresenta dividida em três subfamilias 

(oncovirinae, spumavirinae e lentivirinae), classificadas segundo seu poder patogênico e 

também segundo parâmetros filogenéticos (figura 1). 

 

- A subfamília oncovirinae compreende vírus amplamente distribuídos em numerosos 

grupos de espécies animais, se caracterizando por um acentuado poder oncogênico ou 

pela capacidade de induzir transformação das células que eles infectam. Os HTLV-I e 

HTLV-II são os únicos oncovírus humanos identificados até o momento (Poiesz e cols., 

1980).  Estes foram identificados ao fim dos anos setenta entre pacientes apresentando 

leucemia T ou linfoma cutâneo (HTLV-I) e, posteriormente, a  partir de células brancas 

de um  paciente apresentando leucemia de células pilosas do tipo T (HTLV-II) 

[Kalyanaraman e cols., 1982; Gallo e cols 1986].   
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Em 1983, um vírus similar, denominado STLV ("Simian T-cell leukemia virus"), foi 

isolado entre várias espécies de macacos da Ásia.  A análise genômica destes vírus mostrou 

que eles apresentam estreita relação filogenética com o HTLV-I (Coffin e cols., 1992). 

 

- A subfamilia dos spumavirinae compreende o grupo dos "foamy" vírus, não estando até o 

momento associado a nenhuma patologia conhecida. Entretanto, estes vírus apresentam  

efeito citopático característico em culturas celulares. 

 

- A subfamília lentivirinae compreende o grupo de vírus que se caracteriza, principalmente, 

por uma acentuada variabilidade genética e pela capacidade de indução de sincício in vitro.  

Entre os animais, foram identificados o vírus da anemia infecciosa eqüina (EIAV-"equine 

infeccious anemia virus"), o "Visna virus", o vírus Maedi e o vírus responsável por 

encefalites e artrites em caprinos (CEAV). Mais recentemente, foram identificados o BIV 

("bovine immunodeficiency virus") e o vírus da imunodeficiência felina (FIV-"feline 

immunodeficiency virus"), responsáveis por imunodeficiências, respectivamente, em 

bovinos e gatos domésticos  (Olmsted e cols., 1989).  Em 1994, um novo lentivírus 

próximo ao FIV foi isolado em leões Africanos (Brown e cols., 1994). 

 

Entre os seres humanos, os HIV ("human immunodeficiency virus") são os agentes 

responsáveis pela AIDS.  Até o momento, dois tipos virais foram identificados: o HIV-1 e o 

HIV-2.  Entre os primatas,  vírus próximos filogeneticamente  aos HIV, denominados SIV 

("simian immunodeficiency virus") foram isolados, de diferentes espécies (macaco Rhesus, 

macaco verde, mangabeis, mandrís e chimpanzés (Hayami e cols., 1994). 
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Classificação filogenética dos lentivírus 

 

A análise comparativa das seqüências de nucleotídeos entre os diferentes lentivírus 

permitiu o estabelecimento de sua classificação filogenética (Sharp e cols., 1994).         

Todos os lentivírus humanos (HIV) e de primatas são mais próximos entre si que entre os 

outros lentivírus de mamíferos, como os vírus de felinos e ovinos (Myers, 1997).                

A análise filogenética das seqüências conhecidas dos diferentes lentivírus de primatas 

permite separá-los em 5 grupos (figura 2).  Os grupos 3, 4 e 5 contém respectivamente vírus 

específicos de três espécies de símios, que são: macaco verde africano (“African green 

monkey”- agm); mandril (mnd) e macaco “sykes” (syk) [revisado por Hayami e cols., 

1994].  O primeiro grupo abrange também os vírus encontrados respectivamente entre 

humanos (HIV) e chimpanzés (SIVcpz).  O grupo 2 compreende os vírus humanos do     

tipo 2 (HIV-2) e os vírus SIV que infectam macacos (Macaca mulatta - SIVmac) e os 

“sooty mangabey” (SIVsm) [Hirsch e cols., 1989; Gao e cols., 1992].  De fato, os altos 

níveis de homologia das seqüências genômicas entre os dois vírus (HIV-2 e SIVsm) 

parecem evidenciar a origem do HIV-2 (Chen e cols., 1997). 

 

Os vírus mais próximos geneticamente do HIV-1 são os vírus encontrados entre os 

chimpanzés (SIVcpz).  Pelo menos três isolados virais de SIVcpz foram identificados 

causando infecção ativa em animais selvagens capturados no Gabão (SIVcpzGAB1 e 

SIVcpzGAB2) [Peeters e cols., 1989 ] e em um animal exportado do Zaire para a Bélgica 

(SIVcpzANT) [Peeters e cols., 1992].  A análise filogenética destes três isolados virais 

(Huet e cols., 1990; Janssens e cols., 1994a; Van den Haesevelde e cols., 1996), mostrou 

uma acentuada diversidade genética do isolado SIVcpzANT estando os dois isolados do 

Gabão mais relacionados filogeneticamente (Myers, 1997).   
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Mais recentemente, o grupo de Hahn e colaboradores (Gao e cols., 1999) isolaram 

de uma subespécie de chimpanzé (Pan troglodytes troglodytes) capturado na África e 

exportado para os EUA, um novo vírus (SIVcpzUS), que tudo indica ser o ancestral do 

HIV-1 em primatas, caracterizando definitivamente esta infecção como uma zoonose 

transmitida interespécies (Gao e cols., 1999).  Comparando a posição filogenética deste 

vírus com os demais isolados de SIVcpz (figura 2), foi observada uma relação filogenética 

mais estreita entre o SIVcpzGAB1 e SIVcpzGAB2, do que com o SIVcpzANT (Gao e 

cols., 1999).  

 

Morfologia e estrutura do HIV-1 

 

O HIV-1 se apresenta à microscopia eletrônica como uma partícula esférica de 

aproximadamente 100 nm de diâmetro, contendo um nucleocapsídeo denso e excêntrico 

sob a forma de bastão (figura 3). Conforme os demais retrovírus, o HIV-1 é um vírus 

envelopado, seu nucleocapsídeo é constituído de proteínas internas e nele está contido seu 

material genômico (RNA), a enzima necessária à retrotranscrição, a transcriptase reversa, e 

duas outras enzimas intimamente relacionadas ao RNA viral necessárias a replicação do 

HIV (integrase e polimerase) [figura 4]. 

 

A porção mais externa do vírus, o envelope, é formada por uma dupla camada 

fosfolipídica de origem celular proveniente da membrana plasmática da célula hospedeira, a 

partir do brotamento da partícula viral.  No envelope estão inseridas as duas glicoproteínas 

virais de superfície: a gp120, que estabelece a ligação com o receptor CD4, bem como aos 

co-receptores, participando respectivamente nos processos de ligação e entrada do vírus na 

célula hospedeira (Freed e cols., 1994; D’Souza e cols., 1996). 
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Figura 4 – Representação esquemática do HIV-1 (adaptado de Science & Vie – Dossiers 

                                SIDA, 1994) 
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A proteína trans-membranar gp41 é responsável pela fusão da membrana viral à 

membrana da célula hospedeira no momento da entrada do vírus.  A região C-terminal 

desta proteína esta voltada para o interior da partícula viral, interagindo com a proteína da 

matriz, conferindo estabilidade à estrutura do vírion. 

 

Intimamente associadas ao material genômico do HIV-1, organizam-se monômeros 

de duas proteínas do nucleocapsideo: as proteínas p7 e p9.  Na proteína de 7Kd existem 

dois motivos estruturais, em cuja composição de aminoácidos encontramos seqüências 

características do tipo "zinc finger", conferindo a esta proteína a capacidade de interagir 

com os ácidos nuclêicos.  O segundo motivo é igualmente necessário à estabilidade das 

partículas virais infecciosas (Dannull  e cols., 1994; Mizuno e cols.,1996).  Associadas a 

este complexo ribo-protêico p7/p9-RNA encontramos as enzimas virais: 

 

- A transcriptase reversa, com 66Kd, faz a retrotranscrição do RNA viral em DNA dupla 

fita.  Esta enzima apresenta uma subunidade de 55Kd com atividade DNA/RNA polimerase 

dependente e outra subunidade de 11Kd com atividade de ribonuclease H associada (Barber 

e cols., 1990). 

 

- A integrase ou endonuclease, com 32Kb, é responsável por três funções catalizantes da 

integração do DNA proviral ao genoma da célula hospedeira: clivagem do DNA proviral, 

clivagem do DNA celular e sua posterior integração do DNA proviral clivado ao sitio de 

integração celular (Bushman & Craigie, 1991; Haseltine e cols., 1992).  
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- A protease, com 11 Kd, é a enzima responsável pelo processamento dos diferentes 

precursores protéicos nas etapas finais do ciclo replicativo do HIV-1. A protease é 

igualmente necessária para uma melhor infecciosidade na produção de vírions (Kaplan e 

cols., 1994). 

 

Envolvendo este complexo ribonucleoprotéico, encontramos uma proteína de 24Kd 

(p24), responsável pela formação do capsídeo que constitui o core cilíndrico da partícula 

viral madura (Liu e cols., 1995). 

 

No espaço constituído entre o core e o envelope viral encontra-se uma proteína de 

17Kd (p17), miristilada na sua porção NH2-terminal, denominada proteína da matriz.           

A adição do resíduo de ácido mirístico confere à proteína a capacidade de se associar à face 

interna do envelope viral estabilizando a estrutura do vírion como um todo (Green, 1991; 

Bugelski e cols., 1995). Esta proteína é igualmente importante durante o processo de 

brotamento da partícula viral, permitindo a incorporação seletiva das proteínas do envelope 

à membrana plasmática da célula hospedeira (Dorfman e cols., 1994). 

  

Organização genômica 

 

O genoma do HIV é constituído por duas fitas de RNA cadeia simples de polaridade 

positiva contendo aproximadamente 9.500 nucleotídeos (10Kb), que apresenta associada à 

sua extremidade 5’ uma molécula de tRNA-lys.  Como todos os retrovirus, o HIV possui 

três genes estruturais: gag (grupo antígeno), pol (polimerase) e env (envelope). Estes vírus 

possuem ainda seis outros genes acessórios e regulatórios na  sua  estrutura  genômica, 
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sendo cinco (vif, vpr, tat, rev e  nef ) comuns aos dois tipos virais e, vpu e  vpx para o HIV-1 

e HIV-2, respectivamente (figura 5a).  Estes genes suplementares são, na sua grande 

maioria, implicados em fenômenos de regulação da expressão de proteínas virais e, 

consequentemente, nos níveis de replicação viral. 

 

O genoma do HIV é flanqueado por duas regiões contendo seqüências repetitivas, 

denominadas longos terminais de repetição ("LTR-long terminal repeat").  Nas LTRs estão 

localizadas as principais seqüências promotoras para a transcrição dos genes virais (figura 

5b).  A região LTR-5’, composta da região repetitiva R e região U5, contêm numerosos 

elementos de regulação, sítios para fixação de fatores  transcricionais celulares e também a 

região TAR ("trans-activation-responsive region"), alvo da proteína transativadora viral 

Tat.  A região LTR localizada na extremidade 3’ é composta igualmente pela região 

repetitiva R e a região U3, onde existem elementos de terminação e de poliadenilação para 

os RNA mensageiros (Wain-Hobson e cols., 1985). 

 

Genes estruturais 

 

O gene gag (grupo antigênico) é codificado por um mRNA que é traduzido sob a 

forma de um precursor de 55Kd.  Este precursor é inteiramente clivado pela protease viral 

para gerar as proteínas maduras constitutivas: proteínas da matriz (p17), do capsídeo (p24) 

e do nucleocapsídeo viral (p7/9). 

 

O gene pol codifica uma poliproteína p160 gag/pol que será posteriormente clivada 

gerando as proteínas enzimas virais: a protease (p11), a transcriptase reversa (p66) e a 
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integrase (p32).  

 

 

 

 

 

O gene correspondente ao envelope codifica inicialmente uma proteína de 85Kd,  

 

Figura 5ª.  Representação esquemática da organização genômica do HIV-1 (adaptado de 

Fields e cols., 1991). 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

O gene correspondente ao envelope viral codifica inicialmente umaproteína de 85 

Kd, traduzida de mRNAs que sofreram apenas um evento de "splicing".  Este precursor 

sofrerá glicosilações progressivas, indispensáveis à aquisição de sua estrutura funcional 

tridimensional, originando um precursor da proteína do envelope, de 160Kd (Fenouillet, 

1993).  Uma clivagem proteolítica pós-transcricional permite a liberação das proteínas do 

envelope externo, a glicoproteina gp120 e a glicoproteína transmembranar gp41,  ligadas 

não-covalentemente (Kido e cols., 1993).  Estas proteínas serão posteriormente expressas 

na superfície externa da célula hospedeira e incorporadas às novas partículas virais no 

momento do brotamento viral.  

 

  Dados mais recentes demostraram que as glicoproteínas do envelope do HIV-1 se 

agrupam sob a forma de um complexo trimérico, cuja conformação é de fundamental 

importância para a entrada do vírus na célula alvo (Wyatt e cols., 1998).  A ligação da 

gp120 ao receptor de alta afinidade CD4, acarreta mudanças conformacionais da 

glicoproteina viral  (Wyatt e cols., 1995), que irá permitir o subsequente reconhecimento da 

gp120 pelos co-receptorres celulares específicos.  Este processo de interações sequenciais 

da gp120 com os receptores e co-receptores, promove a fusão das membranas celulares e 

viral,  cujo  processo é mediado pelo peptídeo de fusão N-terminal da gp41 do HIV-1 

(Chan e  cols., 1997). 

 

A análise da estrutura primária da proteína gp120 mostrou uma alternância de cinco 

regiões conservadas (C1 a C5) e cinco regiões variáveis (V1 a V5) [Willey e cols., 1986].             

As propriedades funcionais da gp120 resultantes da integração entre as diferentes regiões 

da sua estrutura primária, necessitam de um correto arranjo tridimensional das moléculas 
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do envelope (Stamatatos e cols., 1993).  As regiões de alto nível de variação de seqüências, 

ou regiões hipervariáveis, e as regiões mais conservadas, com menor grau de variação, 

encontram-se distribuídas da seguinte forma, a partir da extremidade 5’: C1-V1-V2-C2-V3-

C3-V4-C4-V5-C5 (Willey e cols., 1986; Kwong e cols., 1998). 

 

Entre as regiões variáveis, a região V3 é certamente a mais importante e suas 

funções serão detalhadas mais adiante.  As regiões V1 e V2 são importantes na manutenção 

da estrutura conformacional da proteína do envelope, assim como as regiões V4 e V5 

(Wyatt e cols., 1998).   A região V2, assim como a V3, intervêm no processo de formação 

de sincício, participando portanto, dos diferentes fenômenos envolvidos no processo de 

fusão do envelope viral com a membrana celular (Groenink e cols., 1993).  Por outro lado, 

o enquadramento correto da região V4 é determinante para o processo de clivagem, 

necessário à maturação do precursor gp160 (Wyatt e cols., 1993). 

 

Entre as regiões conservadas a mais importante é o sítio de ligação à molécula CD4, 

descontínuo, e intermediado pelas regiões C2, C3, C4 e C5 (Olshevsky e cols., 1990).  

Estudos de mutagênese dirigida da região C2 sugerem sua importância, depois de sua 

integração com as demais regiões do envelope, na capacidade de induzir sincício 

(Stamatatos e cols., 1993).  Mais recentemente, foi mostrado que substituições básicas na 

região C4 estariam relacionados igualmente no processo de indução de sincício (Milich e 

cols., 1997). 
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Genes acessórios 

 

O gene vif ("virion infectivity factor") codifica uma proteína de 23Kd essencial ao 

potencial infeccioso do vírus (Strebel e cols., 1987; Fischer e cols., 1987). Esta proteína 

intervém precocemente durante a morfogênese viral, facilitando o transporte de proteínas 

virais do núcleo à rede de microfilamentos celular (Liu e cols., 1995). 

 

O gene vpu codifica uma fosfoproteína de 15Kd  freqüentemente associada a 

membrana celular (Schubert e cols., 1994).  A proteína Vpu intervém durante o processo de 

brotamento de vírions (Bour e cols., 1995) e na incorporação da enzima viral integrase ao 

ribonucleocapsídeo (Gibbs e cols., 1994). 

 

O gene vpr, presente unicamente no HIV-1, codifica uma proteína de 16Kd.  As 

funções desta proteína ainda não foram claramente estabelecidas, mas ela parece ter um 

papel importante durante a evolução da infecção (Levy e cols., 1995).  Dois domínios 

estruturais contendo resíduos de serina fosforilados, estão freqüentemente associados às 

propriedades biológicas desta proteína durante a replicação do HIV-1 (Tiganos e cols., 

1997; Iwatani e cols., 1997).  

 

O gene tat codifica uma proteína de 14-16Kd que regula de maneira positiva os 

níveis de transativação dos genes virais e consequentemente os níveis de replicação.  Esta 

proteína  possui um domínio relacionado com sua localização a nível nuclear e dois 

domínios amino terminais relacionados à sua atividade transativadora. (Vaishnav & Wong-

Staal, 1992).  
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A atividade da proteína Tat tem inicio quando ela se liga à região TAR, recém 

transcrita dos RNAs virais, estabelecendo  interações com fatores celulares envolvidos na 

transcrição das cadeias de mRNA (Peterlin, 1995).  A proteína Tat é capaz também de 

induzir apoptose de linfócitos CD4+ não infectados (Li e cols.,1995). 

 

O gene rev codifica uma proteína de 19Kd que estabiliza a expressão dos complexos 

perfís de "splicing" dos mRNAs virais, permitindo assim, a tradução das proteínas 

estruturais Gag, Pol e Env (Emerman e cols., 1989).        

 

O gene nef (de "negative factor") codifica uma proteína de regulação de 25-30Kd, 

mistirilada e fosforilada na sua porção N-terminal, cujo papel ainda é controverso.  

Inicialmente, descrita como reguladora negativa da replicação viral, (Cheng-Mayer e cols., 

1989), estudos mais recentes mostram um efeito positivo da proteína Nef sobre a 

transcrição de genes virais (Miller e cols., 1994).  Entre as funções da proteína Nef 

reconhecidamente com atividade in vitro, destacam-se, a regulação negativa da expressão 

de CD4 absorvidos por endocitose (Mariani  & Skowronski, 1993) e o aumento da 

infectividade  das partículas virais livres (Spina e cols 1994;  Miller e cols., 1994). 

 

Ciclo replicativo do HIV 

 

A replicação do HIV no organismo tem lugar em numerosos tipos celulares: 

linfócitos CD4+, monócitos/macrófagos, células dendríticas, células de Langerhans e 

células da microglia (sistema nervoso central) e, em diversos tecidos (órgãos linfóides, 

fígado e intestino) [Barker e cols., 1995]. 
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As principais etapas do ciclo replicativo do HIV (figura 6) são comuns a todos os 

retrovírus (Barré-Sinoussi, 1996; Rothe e cols., 1996).  Seu conhecimento e compreensão 

são atualmente de extrema importância, pois cada uma dessas etapas constitui um alvo 

potencial para a terapia anti-retroviral. 

 

A primeira destas etapas corresponde ao reconhecimento da gp120 do HIV-1 por 

moléculas de HLA de classe II expressas na superfície celular, denominadas receptores e 

co-receptores.  O receptor de alta afinidade do HIV-1 é a molécula CD4 (Dalgleish e cols., 

1984; Klatzman, e cols., 1984), sua ligação à gp120 não somente estabelece a adsorção da 

partícula viral à superfície celular, mas também resulta em uma restruturação 

conformacional da gp120 (Sattentau & Moore, 1991; Trkola e cols., 1996; Kwong e cols., 

1998).  Estas mudanças estruturais parecem gerar um sitio para integração desta proteína 

com a molécula do co-receptor, levando à formação do complexo gp120-CD4-co-receptor 

(Wu e cols., 1996; Kwong e cols., 1998).   

 

Até o momento seis diferentes co-receptores foram identificados (Cochi e cols., 

1995; D’Souza e cols., 1996). Trata-se de moléculas da família das proteínas 

transmembranares da classe G, cuja função habitual é o reconhecimento de fatores celulares 

solúveis, conhecidos como quimiocinas (Alkhatib e cols., 1996; Deng e cols., 1996, Feng e 

cols., 1996).  Os níveis de produção destes fatores estão freqüentemente associados à 

inibição da replicação do HIV-1 in vitro (Cocchi et cols., 1996). Além disso, foi 

demonstrado mais recente que determinado polimorfismo ao nível do co-receptor, está 

igualmente associado à inibição da replicação viral e progressão para AIDS (Hill & 

Littman, 1996;  Cocchi e cols., 1996; Clapham & Weiss, 1997). 
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Figura 6. Ciclo de replicação do HIV-1 (adaptado de Science de la vie, 1994).  Em detalhe na 

parte superior, representação esquemática da ligação da gp120 do HIV-1 com seu receptor 

celular e co-recepetores (retirado e adaptado d3e http://www.naid.nih.gov/daids.htm). 
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Entre os co-receptores do HIV-1, temos a molécula CXCR4 (ou fusina) expressa na 

superfície de um grande número de células (Loetscher e cols., 1994) e reconhecida por 

vírus que se replicam em linhagens celulares T (vírus T-linfotrópico) e mostram a 

capacidade de induzir sincício (“syncytium inducer”- SI) [Doranz e cols ., 1996; Feng e 

cols., 1996] [Figura 7a]. Uma outra molécula denominada CCR5, expressa principalmente 

por macrófagos, é utilizada como co-receptor pelos vírus monocitotrópicos, não indutores 

de sincício (“non-syncytium inducer”- NSI) [Figura 7b]. A maioria dos isolados primários 

SI utilizam ambas as moléculas co-receptoras e são tanto monocitotrópicos como 

linfotrópicos (Simmonds e cols., 1996).  Uma minoria de tipos virais é capaz de utilizar 

outras moléculas desta classe de co-receptores de quimiocinas, como por exemplo CCR3 e 

CCR2b, mas com a participação efetiva das moléculas CCR5 ou CXCR4 (Smith e cols., 

1997, Clapham, 1997). 

 

A principal região da gp120 do HIV-1 envolvida nos eventos acima descritos, é a 

alça V3 (Cocchi e cols., 1996), cuja estrutura tem demonstrado ser a responsável pela 

determinação das principais características biológicas do vírus (Carrillo & Ratner, 1996).        

As implicações da ligação seletiva que determinados vírus possuem aos diferentes co-

receptores, suas interações moleculares com a alça V3 do envelope, bem como, o impacto 

do “switch" do fenótipo viral na patogenia da infecção, serão discutidos mais 

detalhadamente adiante no documento no 6 e, no item “Diversidade da alça V3 e relação 

com o fenótipo viral”, na discussão deste estudo. 
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Figura 7. Representação esquemática da interação da gp120 do HIV-1 com seu 

receptor celular CD4 e seus co-receptores. A) vírus T-trópico, B) vírus M-trópico (adaptado 

de SIDA Edition 1998- Doin éditeurs, Paris, França). 



28 

 

Outros mecanismos de entrada do vírus na célula hospedeira foram descritos, como 

a penetração do vírus por intermédio do receptor Fc das imunoglobulinas ou do receptor 

para o complemento sob a forma de um complexo vírus-anticorpo, ou ainda, por intermédio 

de glicolipídeos, notadamente a galactoceramida (Weiss, 1993;  Levy, 1993). 

 

Após o estabelecimento das interações CD4-gp120-co-receptor, a glicoproteína 

transmembranar gp41 sofre mudanças conformacionais que resultam na fusão da membrana 

viral à da célula hospedeira, promovendo assim a interiorização do capsídeo viral (Chan e 

cols., 1997).  Quando o core viral alcança o citoplasma celular, a síntese da fita negativa de 

DNA já foi iniciada.  Ao final deste processo, a fita dupla de DNA, juntamente com as 

demais enzimas virais, penetram no interior do núcleo, e o genoma viral é então integrado 

ao genôma da célula hospedeira.  A reação de integração mediada pela integrase viral não é 

sítio específica, entretanto, as regiões da cromatina menos condensadas são os pontos 

preferenciais para a ocorrência desta reação (Coffin, 1992).  Uma vez integrado ao genoma 

da célula, este DNA passará a ser referido com provírus e será então processado pela 

maquinaria celular como um gene constitutivo, sendo sua expressão diretamente regulada 

pelo ciclo celular (Reimann e cols., 1996). 

  

As seqüências  genômicas contidas nas regiões genômicas das LTRs contem sítios 

promotores para o início da atividade transcricional da RNA polimerase III.  Os primeiros 

transcritos virais são formados a partir da transcrição das seqüências  contidas nas regiões 

U3 e R da  LTR 5’ do HIV-1 (Garcia e cols., 1987).  Estes produtos são processados por 

múltiplos eventos de "splicing" e, no citoplasma da célula hospedeira, estes transcritos 

serão utilizados para a tradução das primeiras proteínas reguladoras Tat, Nef e Rev      
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(Levy e cols., 1995).  A eficiência do processo de transcrição somente é alcançada com o 

início da expressão da proteína Tat, que atua como fator transativador da expressão viral 

atráves de sua ligação direta à região TAR da extremidade 5’da LTR do HIV-1 (Sanchez-

Pescador e cols., 1985) [Figura 5b].  A proteína Rev atua induzindo a expressão de mRNAs 

das proteínas estruturais do vírus, e a proteína Nef está relacionada com mecanismos ainda 

desconhecidos, à infectividade viral e produção de novos vírions (Miller e cols., 1994).  

Estas proteínas serão fundamentais à replicação do HIV-1, preparando metabolicamente a 

célula infectada para as etapas finais de montagem e liberação das novas partículas virais 

(Coffin, 1992). Nesta etapa, a proteína do envelope (gp120/gp41) e as proteínas constituinte 

do capsídeo e matriz (GAG e GAG/POL) são sintetizadas e transportadas até a membrana 

da célula.  Os transcritos que sofreram apenas um evento de "splicing", serão 

posteriormente traduzidos nas glicoproteínas do envelope e nas proteínas acessórias Vif, 

Vpu e Vpr (Vaishnav & Wong-Staal, 1992; Peterlin e cols., 1995).  Todos os constituintes 

estruturais utilizados para a montagem das novas partículas virais estão relacionados, o 

vírion é considerado uma estrutura madura quando todas as proteínas virais foram 

processadas e o capsídeo assume sua estrutura cilíndrica característica (Gonzáles e cols., 

1993; Bugelski e cols., 1995), a partir do brotamento das novas partículas virais. 

  

Variabilidade genética do HIV-1 

 

Uma característica marcante do HIV-1 é o acentuado grau de diversidade genética 

que existe entre os diferentes isolados virais (Korber e cols., 1998 - Los Alamos Database).  

O impacto desta diversidade em alguns aspectos da biologia do HIV, incluindo sua 

especificidade celular e tecidual (tropismo), na imunopatogenia da infecção e na 
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distribuição geográfica e temporal dos diferentes isolados virais tem sido alvo de ampla 

discussão. 

 

A primeira descrição da heterogeneidade molecular do HIV foi baseada em 

hibridizações moleculares utilizando a técnica de "Southern blot" (Benn e cols., 1985; 

Jonhnson e cols., 1991).  Posteriormente, a análise por microscopia eletrônica dos 

heteroduplexes formados a partir de dois vírus divergentes do HIV-1 (BH10 e HAT3), 

revelou substituições que apareciam primeiramente na região do envelope, (Sharp e cols., 

1994).  Subseqüentemente, a análise detalhada de suas estruturas genômicas confirmou que 

a diferença nas seqüências de nucleotídeos entre diferentes isolados virais, não eram 

distribuídas igualmente ao longo dos diferentes genes que compõe o HIV (Myers e cols., 

1997). 

 

Em geral, a região do envelope e a região nef são mais variáveis que as LTR, gag, 

pol, vif, vpr, tat e rev do HIV-1. Não somente o grau de diversidade entre estes genes varia, 

mas também o tipo de substituição de nucleotídeos e mudanças de aminoácidos, são 

igualmente diferenciados. Enquanto que nos genes gag e pol a maioria das mudanças de 

nucleotídeos é decorrente de mutações pontuais, no gene do envelope, existe um conjunto 

de mudanças que envolvem deleções, inserções e duplicações na cadeia, além das 

mudanças pontuais (Nowak, 1990; Bobkov e  cols., 1996).   

 

Apesar da heterogenidade entre isolados do HIV ter sido bem caracterizada desde o 

começo da epidemia, a extensão desta variação e suas implicações na patogenia da infecção 

tem sido apreciada recentemente. 
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 A terceira região hipervariável V3 da gp120 do envelope do HIV-1 tem sido 

considerada como de grande relevância imunológica (Ruche e cols., 1988; Javaherian e 

cols., 1989; Takahashi e cols., 1989, 1990; Clerici e cols., 1991), além de estar implicada 

em numerosas funções biológicas do vírus, em particular as propriedades citopatogênicas e 

replicativas (Chesebro e cols., 1991; Grimaila e cols., 1992; Milich e cols., 1993). 

 

Analisando estes dados, podemos observar uma extrema variabilidade do genoma 

dos HIVs com respeito a suas propriedades genéticas e biológicas. O fato é que isolados de 

HIV-1 geralmente constituem uma mistura de vírus geneticamente distintos, podendo sua 

constituição ser afetada pela resposta imune do hospedeiro ou outros fatores celulares, ao 

longo da infecção, sugerindo que isolados de HIV estão rapidamente relacionados na 

formação de quasiespécies (Lukashov e cols., 1995; Lukashov & Goudsmit, 1998). 

 

Mecanismos de indução da diversidade 

 

Os fatores que contribuem para o surgimento da diversidade viral estão intimamente 

relacionados aos mecanismos de replicação viral e aos mecanismos de controle da infecção 

por parte do hospedeiro infectado (Ho e cols., 1995;  Wei e cols., 1995).  

  

Durante a replicação do HIV-1, duas etapas distintas deste processo são catalisadas 

por diferentes enzimas que não possuem capacidade de editoração das bases nucleotídicas 

incorporadas: a transcripase reversa viral e a RNA polimerase II celular.  Estudos in vitro 

estimam uma taxa de erro na incorporação de nucleotídeos para a RT da ordem                de 

1,7 x 10-4 pares de base por ciclo replicativo, resultando em aproximadamente, uma 



32 

 

mutação no genoma por ciclo (Roberts e cols.,1988;  Nowak, 1990). Esta taxa de mutação é 

de 30 a 100 vezes maior que a da polimerase bacteriana (Drake  e cols., 1991).  Um outro 

fator importante, ausente no processo de transcrição pela RT viral, é a ausência de atividade 

de exonuclease 5’- 3’ durante o processo de síntese da fita dupla de DNA, pois a atividade 

de ribonuclease H presente na porção terminal da enzima, hidroliza a fita molde de RNA à 

medida que a fita de DNA é sintetizada.  Esta falta de interação entre as duas cadeias priva 

a RT do mecanismo de correção ("mismatch"), promovendo a incorporação de erros 

durante a síntese do DNA viral (Coffin, 1992). 

 

Estudos relacionados à cinética de replicação do HIV-1  mostraram uma produção 

diária da ordem de 109 novas partículas virais no indivíduo infectado, sendo a metade delas 

substituídas a cada dois dias pelo organismo (Ho e cols., 1995; Wei e cols., 1995). 

Levando-se em consideração os altos níveis de replicação viral e a elevada taxa de erro da 

RT, podemos estimar que o HIV-1 sofre, diariamente, varias mutações em diversos pontos 

do seu genoma.  Portanto, podemos concluir que a associação destes dois eventos contribui 

com boa parte para a  extensão desta variabilidade genética do HIV-1.   

 

Outros fatores igualmente responsáveis para a produção desta diversidade, e talvez 

os mais importantes, são representados pela resposta imune do hospedeiro, pelas 

características biológicas virais e pela ativação aleatória dos diferentes clones celulares 

infectados pelo HIV-1 (Bonhoeffer e cols.,  1995). 
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De fato, uma das estratégias adotadas pelo HIV-1 para persistir no organismo é o 

polimorfismo ao nível das proteínas estruturais, sobretudo a do envelope, principal alvo dos 

anticorpos neutralizantes e alvo importante da resposta T citotóxica.  Este "escape" se dá 

fundamentalmente pela modificação da estrutura primária da proteína do envelope em 

resposta à pressão seletiva positiva,   exercida pela resposta imune do hospedeiro (Sattentau 

e  cols., 1991; Yoshida e cols., 1997).  A intensidade desta pressão seletiva varia segundo o 

gene, sendo determinada pela  relação entre a freqüência de mutações sinônimas (Ks) e 

mutações não sinônimas (Ka) em cada gene (Kimura, 1980;  Nei & Gojobori, 1986).          

A relação Ks/Ka é um indicador das pressões seletivas exercidas sobre uma seqüência 

genética codificadora, sendo este índice elevado entre as proteínas funcionais e próximo de 

um em casos de pressão seletiva neutra. 

 

Realmente, a diversidade genética do HIV-1 pode ser observada ao longo de todo o 

genoma do vírus.  Entretanto, algumas regiões experimentam taxas mais altas de variação, 

o que se  reflete em uma evolução mais rápida destas seqüências, imposta provavelmente 

por pressões seletivas diferenciadas, à qual cada região do genoma está submetida (Zhang  

e cols.,1993).  Assim, quando comparamos as seqüências protéicas de diferentes isolados, 

as regiões submetidas a contrações estruturais aparecem conservadas, contrariamente a 

outras regiões mais expostas, que favorecem mudanças estruturais.  Esta oposição entre 

conservação funcional/variabilidade imunológica aparece dentro da sucessão de regiões 

conservadas e variáveis ao longo da proteína do envelope (Yoshida e cols., 1997). 

 

Estudos prospectivos mostraram que as seqüências da alça V3 possuíam valores de 

Ks/Ka  baixos nos primeiros 5 anos da infecção, mostrando posteriormente valores bastante  
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aumentados nos anos subsequentes, coincidindo com a queda do numero de linfócitos 

CD4+.  Estes valores mostram uma perfeita correlação com uma forte resposta imunitária 

nos primeiros anos da infecção (Zwart e cols., 1992; Boenhoeffer e cols., 1995). 

 

O processo de geração da diversidade é continuo, e está relacionado não somente às 

características replicativas da população viral mas,  principalmente, através da relação desta 

população com o sistema imune do hospedeiro, até chegar o momento que o sistema imune 

não é mais capaz de controlar simultaneamente todas as variantes emergentes (Lukashov & 

Goudsmit, 1998).  Este estágio, quando alcançado, acarretará um total colapso do sistema 

imune do hospedeiro infectado.  

 

Epidemiologia molecular do HIV-1 

 

A caracterização genética de um número cada vez mais importante de isolados 

virais, permitiu evidenciar uma diversidade importante entre as diferentes amostras de   

HIV-1 (Korber e cols., 1998-Los Alamos Data Base). Até 1992, estes vírus eram 

classificados em função da sua origem geográfica em dois grupos: os isolados provenientes 

dos EUA e Europa e os isolados de origem Africana (Benn e cols., 1985).  Posteriormente, 

as seqüências genômicas do gene gag e, principalmente, do envelope viral, passaram a ser 

utilizadas para a classificação dos diferentes isolados de HIV-1 (Myers e cols., 1992).   

 

Atualmente, baseado na análise filogenética de diferentes isolados virais, foi 

possível classificar os HIV-1 em três grupos majoritários: o grupo M ("major"), que 

constitui a grande maioria dos vírus responsáveis pela epidemia de AIDS no mundo, agrupa 
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pelo menos 8 subtipos genéticos A, B, C, D, F, G, H, J e K, além de cinco formas 

recombinantes (A/E, A/G, A/G/I, A/B e A/G/I/J), recentemente denominadas CRF 

(“Circulating Recombinat  Forms”) [Korber e cols., 1998 - Los Alamos Database].  O 

grupo O ("outlier"), contém um pequeno número de vírus divergentes originários de países 

do oeste Africano, principalmente na Republica dos Camarões e Costa do Marfim (Janssens 

e cols., 1994b; Petters e cols., 1997) e, mais recentemente, o grupo N, que contém dois 

vírus originários de pacientes Cameroneses e que apresentam uma composição genômica 

equidistantes entre os grupos M e O (Simon e cols., 1998).   

  

 

A análise filogenética estabelecida a partir das seqüências da região C2V3 do 

envelope de vírus do grupo M e O gera uma árvore com duplo braço (figura 8), indicando 

que estes grupos são bastante distintos entre si, mas que são certamente derivados de um 

ancestral comum.  Outros três vírus mostrando seqüências próximas do HIV-1, foram 

isolados a partir de chimpanzés, sendo estes denominados SIVcpzgGAB (Huet e 

cols.,1990), SIVcpzANT (Van den Haesevelde e cols., 1996) e, mais recentemente 

SIVcpzUS (não incluído na figura 8).  Entretanto, estes vírus não se agrupam em nenhum 

dos dois grupos e formam braços separados na árvore filogenética (figura 8). 
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Figura 8. Árvore filogenética dos grupos M, N, O we formas recombinantes circulantes 

(CRFs) do HIV-1 e SIV, baseado em sequencias do envelope viral (retirado de Korber e 

cols., 1998 – Los Alamos Database). 
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Até o momento, os vírus do grupo O não possuem classificação em subtipos, já que  

isolados incluídos neste grupo mostram seqüências genômicas relativamente distantes uma 

das outras.  Mais recentemente, um número considerável de amostras do grupo O foi 

caracterizada na França (Charneau e cols., 1994; Loussert-Ajaka e cols., 1995a), na  

Espanha (Soriano e cols., 1996) e EUA (Rayfield e cols., 1996; Sullivan e cols., 1998).  A 

maioria das amostras foi proveniente de indivíduos com resultados negativo ou 

indeterminado nos testes sorológicos que não continham antígenos virais do grupo O.  

Estas observações resultaram na inclusão de antígenos deste grupo nos testes sorológicos 

atuais.  O grau de diversidade destes vírus indicam que este grupo é tão antigo como o 

grupo M, apesar de intrinsecamente ser mais variável (Loussert-Ajaka e cols., 1995b).  

Inclusive, o caso mais antigo de AIDS documentado na Europa, em um marinheiro 

norueguês em 1966, foi decorrente de uma infecção pelo HIV-1 do grupo O  (Zhu e cols., 

1998). 

 

Diferentes critérios foram propostos para a classificação dos diferentes isolados em 

novos subtipos virais (Salminen e cols., 1995).  Atualmente, para constituir um novo 

subtipo genético, é necessário existir ao menos dois isolados diferentes, provenientes de 

pacientes sem ligação epidemiológica, que se agrupem em conjunto e que sejam separados 

filogenéticamente em pelo menos 35% de genótipos previamente estabelecidos.            

Uma seqüência do envelope de ao menos 1,5Kb deve estar disponível para cada isolado e 

nenhuma porção destas seqüências deverá corresponder a algum genótipo conhecido (Carr 

e cols., 1998-Los Alamos Data Base, cap. III-10).   
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Estudos filogenéticos colocaram em evidência os diferentes subtipos genéticos que 

compõem o grupo M.  Inicialmente a análise filogenética do gene env permitiu definir 6 

subtipos (A a F) [Myers, 1995], provenientes de origens geográficas diversas.  

Posteriormente, a análise de outros isolados permitiu identificar novos subtipos (G a K) 

[Myers, 1997].  Os subtipos assim diferenciados são todos eqüidistantes uns dos outros, a 

percentagem de divergência das sequências C2V3 da gp120, no contexto do mesmo subtipo 

é compreendida entre 7% e 20%, e o percentual de divergência entre 2 subtipos entre 20% e 

30% (Kuiken & Korber, 1994). 

 

No grupo M do HIV-1, o subtipo B responsável pelos primeiros casos de AIDS nos 

países industrializados, está distribuído por toda América do Norte e Sul, Europa, Japão, 

Austrália e Tailândia (Korber e cols., 1998 - Los Alamos Database) [figura 9].  

Posteriormente, variantes deste subtipo foram identificados, agrupando vírus da variante 

B’’ encontrados no Brasil (Morgado e cols., 1994; Couto-Fernandez e cols., 1994) e vírus 

originários da Tailândia (variante B’-Thai B) [Myers, 1997].   

 

O subtipo A é largamente representado em toda África e aparentemente é o vírus           

mais divergente, podendo alcançar níveis de diversidade de mais de 20% intra-subtipo.             

O subtipo C, atualmente responsável pela grande maioria dos novos casos de infecção pelo 

HIV-1 (UNAIDS,  1997), presentes em amostras provenientes da África do Sul, Índia, 

Zâmbia, Djibouti, Kenya e mais recentemente Brasil, Argentina e Chile (Pfützner e cols., 

1992; Louwadie e cols., 1993; Dietrich e cols., 1995; WHO Network for HIV-1 Isolation 

and Characterization, 1994; Caride e cols., 1999, Desgranges e cols., 1998; Korber e cols., 

1998-Los Alamos Databse). 
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A maior parte das amostras do subtipo D são provenientes da África Central, sendo 

igualmente presente nos países do leste africano e Kenia (Janssens e cols., 1994c, 1997) e, 

recentemente no Brasil (Morgado e cols., 1998). Os subtipos D e B são os 

filogenéticamente mais próximos, o que sugere que o subtipo B provavelmente derive de 

isolados virais provenientes da Republica Central Africana, onde atualmente o subtipo D é 

prevalente (Sharp e cols., 1994).   

 

Com relação aos subtipos B de origem africana, eles se distribuem em baixa 

prevalência em diferentes países do centro africano.  Duas hipóteses com relação a sua 

origem são descritas: ou trata-se de vírus realmente de origem Africana próximos 

filogeneticamente dos vírus que foram difundidos primeiramente para os países 

industrializados, ou eles são vírus originários dos EUA/Europa que foram introduzidos na 

África (Sharp e cols., 1994). 

 

O subtipo E, recentemente reconhecido como recombinante A/E (Gao e cols., 

1996a; Carr e cols., 1998), apresenta-se freqüentemente distribuído no sudeste da Ásia 

(Gao e cols., 1996a), também sendo descrito na Republica Central Africana, Índia 

(McCutchan e cols., 1996) e, mais recentemente na América do Sul (Korber e cols., 1998 –

Los Alamos Database). Estes vírus apresentam sequência do envelope e LTR 

correspondentes ao subtipo E e os genes Gag e Pol  do subtipo A (Gao e cols., 1996b).   

 

O subtipo F esta presente no Brasil, Romênia, Zaire e Republica dos Camarões 

(Morgado e cols., 1994; Dumitrescu e cols., 1994; Nkengasong e cols., 1994).                

Mais recentemente, este subtipo foi identificado na Argentina, Bolívia e Venezuela 
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(Campodonico e cols., 1994;  Velvarde e cols., 1999; Castro-de-Betãnjer e cols., 1999).  

Em função da elevada diversidade genética observada em algumas amostras africanas do 

subtipo F,  uma nova classificação filogenética em três classes foi proposta para amostras 

deste subtipo  (Triques e cols., 1999). 

 

Os subtipos G e H  foram descritos no Gabão, Rússia e Uganda (Kaleebu e cols., 

1995; Janssens e cols., 1994d, 1997).  Formas recombinantes do subtipo G, denominadas 

como “IbNG-like” (Gao e cols., 1996b, 1998; Carr e cols., 1998), mostram seqüências 

recombinantes entre os subtipos A e G do HIV-1, possuindo seqüências mosaico no gene 

pol, LTRs, gag e envelope (Korber e cols., 1998 – Los Alamos Database).  

 

Em amostras obtidas de dois pacientes originários do Zaire vivendo na Suécia, foi 

identificados o subtipo J e, mais recentemente, o subtipo K, classificado a partir de 

amostras divergentes isoladas no Zaire  (Korber e cols., 1998 - Los Alamos Data Base). 

 

A análise filogenética utilizando o gene gag de setenta isolados virais provenientes 

de quinze países diferentes, repartidos em quatro continentes (Louwagie  e cols., 1993) 

mostrou um percentual de divergência do gene gag entre os diferentes subtipos, pelo 

menos, 15% menor do que a descrita para o envelope viral (Louwagie e cols., 1993).  Mais 

recentemente, outras regiões genômicas do HIV-1 foram utilizadas para a classificação 

filogenética dos diferentes isolados, mostrando estreita correlação com as análises 

filogenéticas realizadas no gag e envelope (Janini e cols., 1996; Ramos e cols., 1999, 

Korber e cols., 1998 - Los Alamos Data Base). 
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Independente do tipo de classificação utilizada, podemos encontrar todos os  tipos, 

grupos e subtipos virais no continente africano, com uma evidente predominância do 

subtipo A, e um crescente aumento da prevalência do subtipo C do HIV-1.  Este aumento 

da prevalência do subtipo C não só ocorre no continente africano, mas também, em  outras 

regiões do mundo (UNAIDS, 1997).  Nos demais continentes existe na sua maioria a 

prevalência de "clusters" virais, correspondendo à existência de um subtipo majoritário e 

outros com menor prevalência, provavelmente recém-introduzidos em determinada região.  

  

Estas taxas de distribuição do HIV pelo planeta falam a favor da origem africana do 

vírus, e ressalta a importância de estudos de epidemiologia molecular para um melhor 

conhecimento da extensão epidemiológica dos diferentes tipos, grupos e subtipos de HIV-1 

pelo mundo. 

 

Recombinação gênica entre subtipos 

 

Durante muito tempo acreditava-se que os eventos de recombinação gênica teriam 

lugar somente entre as "quasiespeces" virais, entretanto, análises mais recentes mostraram 

que numerosas recombinações podem ocorrer entre os diferentes subtipos de HIV-1 

(Sabino  cols., 1994; Louwagie e cols., 1995; Cornelissen e cols., 1996; Gao e cols., 1998). 

 

Atualmente, a freqüência de vírus recombinantes sequenciados nos bancos 

genômicos de Los Alamos é de aproximadamente 10% (Korber e cols., 1998).  Estes vírus 

em particular derivam provavelmente de uma recombinação in vivo entre diferentes 

subtipos virais, infectando o mesmo indivíduo.  De fato, a equipe coordenada por B. Hahn 
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analisando 114 isolados virais encontrou 10 amostras recombinantes entre vírus dos 

subtipos do grupo M (Robertson e cols., 1995 a, 1995b).   

 

Um dos exemplos mais marcantes deste tipo de recombinação é com relação ao 

subtipo E, atualmente designado como forma recombinante CRF A/E (Carr e cols., 1998).  

Quando analisamos suas seqüências genômicas do envelope, elas são claramente definidas 

como subtipo E. Entretanto, quando analisamos as seqüências do gene gag, estes vírus 

passam a ser classificados como do subtipo A, tanto para vírus E de origem tailandesa, 

como as de origem africana.  Uma análise mais detalhada destes vírus mostrou a origem 

africana dos vírus provenientes da Tailândia (Gao e cols., 1996a).  

 

O mesmo acontece para os vírus do subtipo G, que foram inicialmente classificados 

como subtipo A, pelas seqüências do gag, e, G em outras regiões genômicas (Carr e cols., 

1996). Atualmente, tem-se verificado um aumento importante de formas recombinantes 

com este subtipo, circulando em países africanos (Janssens e cols., 1997; Peeters e cols., 

1998).  Os primeiros destes vírus, denominados “IbNG”, foi isolado em Abdjan e Nigéria, 

sendo suas seqüências genômicas completas, já estão disponíveis (Gao e cols., 1996b). 

Outros vírus com seqüências mosaico A/G, foram posteriormente identificados em Djibouti 

e Costa do Marfim (Carr e  cols., 1998, 1999), e em alguns países do oeste e centro da 

África (Ellenberger e cols., 1999; McCutchan e cols., 1999), constituindo a segunda forma 

recombinante CRF A/G (Carr e cols., 1998).  A terceira (A/G/I) e quarta (A/G/I/J) formas 

recombinantes CRF com o subtipo G do HIV-1 foram identificados em pacientes africanos 

vivendo no Chipre e Grécia (Gao e cols., 1998; Nasioulas e cols., 1999; Montavon e cols., 

1999). A quinta forma recombinante CRF descrita, englobando seqüências genéticas do 
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subtipo A do HIV-1, é a forma A/B (Salminen e cols., 1995) que atualmente vem sendo 

responsável por um surto epidêmico entre usuários de drogas injetáveis na Rússia (Liitsola 

e cols., 1998).  

 

Numerosos eventos de recombinação foram igualmente caracterizados em diferentes 

regiões do mundo, onde mais de um subtipo é prevalente (Louwagie cols., 1995).                       

No Brasil, onde co-circulam os subtipos B/B'', F, C, D e, mais recentemente A (Potts e 

cols., 1993; Morgado e cols., 1994; Couto-Fernandez e cols., 1994, WHO Network for 

HIV-1 Isolation and Characterization, 1994; Morgado e cols., 1998; Caride e cols., 1999),  

seqüências recombinantes B/F e B/C, já foram identificadas (Sabino e cols., 1994; 

Cornellisen e cols., 1996; Gao  cols., 1996a, 1998).  Posteriormente, infecções heterotípicas 

foram identificadas, onde a transmissão vertical de dois subtipos de HIV-1 foi demonstrada 

(Diaz e cols., 1995; Janini e cols., 1996, 1998).   

 

Na África, onde existe a presença de numerosos subtipos, vírus com seqüências 

recombinantes foram igualmente identificados em pacientes de Ruanda (A/C e A/D), 

Uganda (A/D) [Robertson e cols., 1995a, 1995b; Cornelissen e cols., 1996; Gao e cols., 

1998] e, mais recentemente, Gambia (G/X/C) [Bobkov e cols., 1996] e Senegal (A/G/J ) 

[Korber e cols., 1998 – Los Alamos Database].  

 

Na realidade, estes eventos de recombinação viral não são totalmente recentes, já 

que o primeiro isolado africano caracterizado na França, o isolado MAL (Alizon e cols., 

1986), pertence ao subtipo D pela análise do envelope e ao subtipo A e U pelo gene gag 

(Robertson e cols., 1995a).  
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Vários casos de dupla infecção pelo HIV-1 e HIV-2 foram documentados em 

diferentes regiões: na África (George e cols., 1992; Janssens e cols., 1997), no Brasil 

(Pianiazek e cols., 1991) e na Índia (Grez e cols., 1994).  Entretanto, nenhum fenômeno de 

recombinação in vivo foi demonstrado entre estes dois subtipos virais.  Recentemente, o 

grupo de Takehisa e colaboradores (1998) mostrou múltiplos eventos de recombinação 

gênica intra-subtipos, inter-subtipos e inter-tipos de HIV, em amostras da República dos 

Camarões.  Estes resultados se mostraram bastante contraditórios, principalmente em 

função do número reduzido de bases nucleotídicas analisadas dos genes pol e env, 

utilizados para construção filogenética dos recombinantes.  Já em outro estudo, o grupo de 

Peeters e colaboradores (1999), em recente publicação, documenta através do 

sequenciamento de todo o genoma viral um caso de recombinação entre vírus do grupo M e 

do grupo O, sendo esta a primeira evidencia conclusiva de recombinação inter-grupos. 

 

 

Toda esta diversidade genotípica do HIV-1 e a descoberta de amostras virais 

híbridas podem corresponder a uma importante variabilidade antigênica.  Preparações 

vacinais, testes de detecção de anticorpos e de antígenos, entre outros, além do 

desenvolvimento de drogas antiretrovirais baseados em apenas um destes vírus, pode ser 

ineficiente com relação à detecção viral ou, em conferir proteção contra outros tipos de 

vírus, dificultando consideravelmente o desenvolvimento de estratégias imunoprofiláticas 

globais contra o HIV-1. 
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Diversidade biológica 

  

Estudos recentes mostraram que a heterogeneidade genética intra-subtipos pode ser 

biologicamente relevante (revisado por Fauci, 1996).  Podemos observar entre os diferentes 

isolados de HIV, propriedades biológicas diferenciadas como níveis de replicação em 

culturas primárias, capacidade de indução de sincício e tropismo celular, independente do 

subtipo viral (Asjö e cols., 1986; Cheng-Mayer e cols., 1988; Fenyö e cols., 1988; 

Tersmette e cols., 1989a; Albert e cols., 1990a).  Igualmente, um espectro variado de 

células sensíveis à infecção e diferenças na capacidade replicativa e citopatogenicidade de 

isolados de HIV-1, foram observados em amostras brasileiras, obtidas durante a fase inicial 

da epidemia de AIDS no Brasil (Couto-Fernandez e cols., 1992). 

 

 

A capacidade replicativa do HIV-1 mostra correlação com a severidade da 

imunodeficiência no hospedeiro infectado (Coombs e cols., 1989; Lukashov & Goudsmit, 

1998).  De fato, uma rápida progressão para AIDS foi observada em indivíduos infectados 

com vírus mostrando um rápido crescimento em cultura com altos níveis de replicação 

("rapid/high"). Em contrapartida, isolados que replicam lentamente em culturas primárias e 

em níveis reduzidos ("slow/low"), estão associados à sintomatologia moderada ou ausência 

de sintomatologia clínica.  A mudança do fenótipo "slow/low" para "rapid/high" pode 

ocorrer no mesmo indivíduo durante o curso da infecção, estando a emergência destas 

variantes com elevada patogenicidade associada a um rápido declínio do numero de células 

CD4+ e progressão para AIDS (Tersmette e cols., 1989b; Koot e  cols., 1996). 
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Os níveis de replicação viral estão relacionados com os níveis de carga viral no 

paciente infectado (Lu & Andrieu, 1992; Nkengasong e cols., 1994).  Altos títulos de carga 

viral são freqüentemente observados em pacientes sintomáticos, o que explica parcialmente 

que vírus obtidos de pacientes com AIDS cresçam mais rapidamente in vitro (Lukashov & 

Goudsmit, 1998). 

 

A análise prospectiva da diversidade fenotípica do HIV-1 realizada em diferentes 

estágios da infecção, contribuiu para a identificação de formas virais com tropismo celular 

diferenciado. Desta maneira, segundo seu tropismo, os HIVs são classificados 

biológicamente em vírus monocitotrópico, infectando preferencialmente monócitos-

macrófagos e vírus T linfotrópico, infectando linfócitos T ativados.  Normalmente, vírus 

com tropismo para monócitos mostram baixos níveis de replicação e citopatogênicidade, 

sem a capacidade de indução de sincício em culturas de linhagens celulares. Estes vírus, 

denominados não indutores de sincício (NSI), são predominantemente detectados durante a 

fase assintomática da infecção (Schuitemaker e cols., 1992).  Já os isolados virais T 

trópicos, ao contrário, possuem alta capacidade replicativa em linfócitos T ativados, 

induzindo um efeito citopático pronunciado.  Estes vírus indutores de sincício (SI) são 

freqüentemente isolados entre pacientes com sintomas clínicos da infecção. 

 

Atualmente, a região V3 do envelope do HIV-1 está implicada em numerosas 

funções biológicas do vírus (Chesebro  e cols., 1991; Grimaila e cols., 1992). O domínio 

GPGR localizado no topo da alça V3 é particularmente importante na medida que as 

alterações que afetam esta região podem induzir a produção de vírus não infecciosos 

(Cheng-Mayer e cols., 1991).  Inicialmente, o grupo de Takeuchi e colaboradores (1991) 
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demonstrou que a substituição de um único aminoácido nesta região era capaz de conferir 

ao HIV-1 um tropismo por linfócitos T CD4+, sendo posteriormente demonstrado, o 

envolvimento da região C-terminal da gp120 e da gp41 na determinação do tropismo 

macrofágico ou T-linfotrópico (Groenink  e cols., 1992).  

 

Em 1992, os principais resíduos implicados na capacidade de induzir sincício foram 

identificados, conjuntamente à descrição da importância da presença de aminoácidos 

básicos nas posições 306 e 320 da região V3 do envelope (Fouchier e cols., 1992).  Estudos 

subsequentes de mutagênese dirigida permitiram identificar o envolvimento dos 

aminoácidos da posição 324 (De Jong e cols., 1992) e 319 e 327 como preditivos do 

surgimento de variantes com o fenótipo SI (Milich e cols., 1993).  Aparentemente, estes  

resíduos de aminoácidos básicos parecem manter a estrutura da alça V3 sob uma 

conformação especifica, característica das amostras T-linfotrópicas  (Wyatt e cols., 1998) e, 

que determinadas mutações nesta região do envelope seriam capazes de modificar o 

fenótipo indutor do vírus (Milich e cols., 1997; Verrier e cols., 1999). 

 

Apesar do acentuado grau de diversidade genética do HIV1, algumas de suas 

características fenotípicas se apresentam mais conservadas. As diferenças de tropismo 

celular de certos fenótipos virais suportam a existência de fenômenos de restrição à 

replicação do vírus em diferentes tipos celulares. Atualmente, se sabe que esse tropismo 

preferencial está relacionado com expressão diferenciada na superfície das células alvo, dos 

co-receptores CCR5 e CXCR4 (Weiss e cols., 1993; Deng e cols., 1996; Feng, e cols., 

1996; D’Souza e cols., 1996; Cocchi cols., 1996).  
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A capacidade do HIV-1 em utilizar seletivamente estes co-receptores para sua 

entrada na célula hospedeira, permitiu estabelecer uma nomenclatura das propriedades 

biológicas do HIV-1 (Fenyö e cols., 1998).  Assim, enquanto vírus monocitotrópicos NSI 

utilizam como segundo receptor para infecção de macrófagos e linfócitos T primários, a 

molécula CCR5, as formas linfotrópicas SI são capazes de infectar células T de linhagens 

através do receptor CXCR4 (fusina).  Estes vírus foram denominadas respectivamente R5 e 

X4, enquanto que as formas virais com duplo tropismo foram denominadas R5X4 (Fenyö e 

cols., 1998). 

 

 

Esta utilização seletiva dos co-receptores foi observada através de todos os subtipos 

genéticos do HIV-1 do grupo M, do grupo O e HIV-2 (Zhang e cols., 1996; Heredia e cols., 

1997), sugerindo que alguns epítopos e/ou estruturas conformacionais envolvidos na 

ligação ao receptor CD4 e ao co-receptor, mostram estruturas conservadas entre os 

diferentes subtipos do HIV-1 (Cheng-Mayer e cols., 1991; Groenink e cols., 1992).          

Por outro lado, diferenças de utilização preferencial do segundo receptor foram 

recentemente evidenciadas em isolados do subtipo D do HIV-1, que tendem a utilizar 

preferencialmente CXCR-4, enquanto que o uso deste receptor foi raramente verificado 

entre amostras do subtipo C (Brelot e cols., 1997).  As implicações da diversidade 

fenotípica de diferentes subtipos de HIV-1, bem como a presença de aminoácidos 

carregados positivamente na alça V3 do envelope viral, sobre imunopatogenia da infecção, 

tropismo e transmissão são questões a serem elucidadas. 
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Variabilidade antigênica 

 

Importantes regiões imunogênicas foram mapeadas na região do envelope viral, 

utilizando diferentes tipos de anticorpos (Goudsmit e cols., 1992; Zolla-Pazner e cols., 

1995).  Um acentuado grau de diversidade antigênica pôde ser observada durante resposta 

induzida por anticorpos neutralizantes do paciente infectado contra vírus homologo, 

demonstrando claramente uma variabilidade in vivo do HIV-1 (Groopman e cols., 1987; Ho 

e cols., 1987; Goudsmit e cols., 1988). 

 

 

A alça V3 do envelope viral foi descrita como o principal determinante de 

neutralização no final da década de 80 (Rusche e cols., 1988; Goudsmit e cols., 1988; 

Matsushita e cols., 1988; Javaherian e cols., 1989; La Rosa e cols., 1990; Carrow e cols., 

1991).  Este domínio é constituído basicamente por um epítopo com estrutura linear de 

aproximadamente 10 aminoácidos, incluindo as seqüências relativamente conservadas do 

topo da alça (GPGR ou GPGQ), que foram identificados como epítopos alvo da resposta 

neutralizante (Laman e cols., 1992).  Mais recentemente, estudos utilizando glicoproteínas 

recombinantes do envelope, peptídeos sintéticos e anticorpos monoclonais (AcMo), 

permitiram a determinação de seis grupos de epítopos neutralizantes ao nível do envelope 

viral.  Estes seis grupos de AcMo correspondem a anticorpos anti-V3 e anti-V1/V2 (Fung e 

cols., 1992; Moore e cols., 1994), anticorpos anti-CD4bs induzidos (Thali e cols., 1993; 

Wyatt e cols., 1995), anticorpos antiglican dependentes (Trkola e cols., 1996) e anticorpos 

anti-gp41 (Muster e cols., 1993; Conley e cols.,1994). 
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Foi documentado que certos anticorpos anti-V3 poderiam ser sensíveis a estrutura 

conformacional do envelope viral (Nara e cols., 1996).  Este evento poderia explicar as 

observações de que isolados virais mantidos em linhagens celulares são mais susceptíveis à 

neutralização, em comparação aos isolados primários de HIV-1 (Nyamby e cols., 1996).  A 

hipótese mais freqüente invocada para explicar a relativa resistência à neutralização de 

isolados primários é que, contrariamente as amostras cultivadas, os sítios de neutralização 

destes isolados seriam menos acessíveis a ação dos anticorpos, devido talvez, a diferenças 

nos níveis de glicosilação das proteínas do envelope viral, mascarando assim seus sítios de 

neutralização (Bou-Habib e cols., 1994; Sullivan e cols., 1995; Moore e cols., 1995; 

Karlsson e cols., 1996). 

 

Para gerar uma resposta neutralizante por anticorpos contra o HIV-1, 

suficientemente elevada a ponto de ser detectada, epítopos fracamente conservados têm que 

ser repetidamente expostos ao sistema imune (Binley e cols., 1998; Lee e cols., 1997).  Este 

conceito é respaldado pela observação da capacidade de neutralização contra isolados 

primários representativos dos subtipos A, D e E se apresentar aumentada em indivíduos 

progressores lentos é diminuída nos indivíduos progressores rápido, tanto na freqüência 

como nos títulos de neutralização (Zhang e cols., 1997).  

 

O aumento gradual no espectro de neutralização cruzada inter-subtipos durante o 

curso da infecção foi bem documentado pelo grupo de Moog e colaboradores (1997) 

estudando a resposta por anticorpos neutralizantes de indivíduos em diferentes estágios da 

infecção.  Este fenômeno foi igualmente observado em chimpanzés infectados com o HIV-

1 (SIVcpz-ANT), onde amostras de soro coletadas 41 meses após o inicio do estudo, eram 
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capazes de neutralizar todos os nove isolados seqüenciais SIVcpz-ANT.                

Entretanto, amostras coletadas no início da infecção não eram capazes de neutralizar, nem o 

isolado autólogo, nem isolados homólogos de SIVcpz-ANT obtidos em estágios mais 

avançados da infecção (Nyambi e cols., 1997). 

 

Vários estudos comparando a capacidade de soros policlonais obtidos de indivíduos 

infectados com vírus representativos dos subtipos genéticos A a I do grupo M, e 

representativos do grupo O, em neutralizar isolados primários de diferentes subtipos de 

HIV-1, mostraram que a neutralização tipo-específica não possui correlação com os 

subtipos genéticos do HIV-1 (Moore e cols., 1995; Kostrikis e cols., 1996; Nyambi e cols., 

1996; Weber e cols., 1997; Bongertz e cols., 1997, 1998).  Alguns isolados primários do 

grupo M são altamente sensíveis à neutralização por alguns soros policlonais de indivíduos 

infectados, enquanto que outros são menos sensíveis ou completamente resistentes.      

Soros ditos “generalistas” são capazes de neutralizar um largo espectro de isolados 

primários geneticamente diversos.  Ao contrário, soros com capacidade limitada de 

neutralização, atuam sobre um número restrito de isolados ou uma cepa em particular 

(Nyambi e cols., 1996; Van der Groen e cols., 1998).   

 

Dados acumulados, obtidos a partir do uso de anticorpos monoclonais humanos, 

sustentam fortemente a existência de epítopos conservados envolvidos no processo de 

neutralização cruzada (Zolla-Pazner e cols., 1995).  Utilizando um painel de AcMo, com 

células infectadas com vírus de diferentes subtipos (A-E), permitiram a identificação de 

epítopos comuns, assim como epítopos subtipo-restrito e subtipo-específico, revelando que 

algumas regiões do envelope viral (e.g., gp41), que normalmente não estão expostas na 
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superfície da partícula viral intacta, se apresentam bem expostas na superfície da célula 

infectada (Zolla-Pazner e cols., 1995).  Estes achados falam a favor de que isolados 

primários de diferentes subtipos de HIV-1 possuam antígenos ou imunógenos comuns, 

capazes de induzir uma resposta neutralizante cruzada por anticorpos.  Entretanto, em 

termos de desenho de preparações vacinais, o epítopo antigênico que liga estes anticorpos 

neutralizantes, pode não ser necessariamente imunogênico num contexto mais abrangente . 

 

Imunotipagem 

 

As classificações filogenéticas atuais se baseiam na análise de seqüências 

genômicas dos diferentes isolados virais (Korber e cols., 1998 – Los Alamos Database).  

Entretanto, outras técnicas permitem também a classificação dos diferentes grupos e 

subtipos de HIV, estudando-se a afinidade dos anticorpos induzidos frente à diferentes 

peptídeos sintéticos representativos de cada subtipo viral.  

 

Numerosas equipes se interessam por esta técnica de subtipagem (Pau e cols., 1993; 

Cheingsong-Popov e cols., 1994; Bongertz e cols., 1994a, 1994b). O ensaio 

imunoenzimático utilizando peptídeos da alça V3 representativos dos diferentes subtipos de 

HIV-1 e suas variantes (PEIA-"peptide enzyme-linked immunosorbent assay") mostrou ser 

uma alternativa atraente para estudos de epidemiologia molecular, sendo utilizado na 

determinação de subtipos genéticos em diferentes áreas geográficas (George e cols., 1992; 

Grez e cols., 1994) e em sítios para futuros testes de vacinas anti-HIV-1, através de estudos 

organizados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) [N’Gbichi e cols., 1994; 

Cheingsong-Popov e cols., 1994].  Esta técnica de sorotipagem mostrou ser efetiva em 
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países como a Tailândia, onde somente dois subtipos genéticos do HIV-1 circulam.  

Entretanto, a técnica de PEIA não mostrou resultados satisfatórios em populações onde 

vários subtipos do HIV-1 antigenicamente relacionados co-circulam, devido a altos níveis 

de reatividade cruzada, induzida provavelmente, pela presença de epítopos comuns, apesar 

do acentuado grau de diversidade entre estas amostras (Pfützner e cols., 1992).   

 

Mais recentemente, a equipe de F. Barin (1995) desenvolveu uma técnica de 

subtipagem sorologica (SSEIA -“subtype specific enzime immunoassay”) utilizando o 

princípio de inibição da fixação de anticorpos por um excesso de peptídeos na fase líquida.  

Trata-se de uma ELISA em microplaca onde a fase solida é sensibilizada por uma mistura 

equimolar de 5 peptídeos correspondentes a seqüência consensos da alça V3 dos principais 

subtipos de HIV-1 de A a E.  A tipagem sorológica utilizando esta técnica mostra 

resultados interpretáveis em 90% dos soros, a impossibilidade de sorotipar se observa 

principalmente em amostras em fase de soroconversão recente.  Entretanto, elevados níveis 

de reatividade cruzada foram novamente observados inclusive frente aos peptídeos 

consensos V3C, V3E e V3A.  

 

Buscando comparar a sensibilidade das diferentes metodologias imunoenzimáticas 

na subtipagem do HIV-1, o grupo de Nkengasong e colaboradores (1998) testou a 

capacidade de discriminação de 4 metodologias enzimáticas, frente à um painel de 

peptídeos representativos dos diferentes subtipos genéticos.  Pudemos verificar uma falta de 

correlação entre os resultados de reatividade sorológica e o subtipo genético determinado 

pelo sequenciamento genômico, devido provavelmente, a uma distribuição similar de 

seqüências subtipo-específicas ao longo do topo da alça V3 do HIV-1. 
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Isolamento e caracterização do HIV no Brasil 

 

Os primeiros casos de AIDS no Brasil foram identificados no início da década de 

80, acometendo principalmente homossexuais/bissexuais masculinos (Rodrigues & 

Chequer, 1989).  O perfil imunológico destes pacientes mostrava uma profunda depressão 

da resposta proliferativa de populações linfocitárias T e um quadro clínico similar aos 

primeiros casos de AIDS descritos nos EUA e Europa (Miranda-Silva e cols., 1988).  

Atualmente, já foram diagnosticados 170.073 casos de AIDS até agosto de 1999,  com 

cerca de dois terços do total concentrados na região sudeste (Boletim Epidemiológico 

AIDS, Ministério da Saúde, ano XII no03, agosto, 1999), o que coloca o país em terceiro 

lugar no mundo em números absolutos de casos (UNAIDS, 1999).  Este total de casos de 

AIDS distribui-se em todas as 27 unidades federativas, e em 2.912 municípios, 

caracterizando um avanço da epidemia para o interior do país nos últimos anos. 

 

O perfil epidemiológico da AIDS no Brasil é muito semelhante àquele observado 

nos países industrializados, onde a transmissão sexual ainda é a principal via de 

disseminação da infecção, representando 49% dos casos notificados.  A transmissão 

sangüínea tem tido uma importância crescente na disseminação da epidemia, 

principalmente entre usuários de drogas injetáveis (UDI).  Entretanto, nos últimos anos, 

tem-se detectado um aumento substancial da transmissão heterossexual, acometendo 

principalmente mulheres.  Hoje, são 41.052 casos de AIDS em indivíduos do sexo 

feminino, e o seu aumento caracteriza-se como uma das principais tendências atuais da 

epidemia no Brasil (Boletim Epidemiológico AIDS, Ministério da Saúde, ano XII no03, 

agosto, 1999). 
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O HIV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil em 1987 pelo grupo de Galvão-

Castro e colaboradores (Galvão-Castro e cols., 1987a), a partir de um paciente 

politransfundido apresentando quadro clínico compatível com AIDS (classificação CDC 

4,C1, C2).  A análise antigênica deste isolado viral mostrou tratar-se de um isolado de HIV-

1, quando comparado com amostras bem caracterizadas de vírus do tipo 1 e tipo 2.   

 

O isolamento do agente etiológico da AIDS e a instalação das culturas celulares 

infectadas com o primeiro isolado viral (HTLV-IIIB, doação Dr. Robert Gallo) 

possibilitaram a implantação dos primeiros testes sorológicos  para detecção de anticorpos 

anti-HIV-1 no Brasil.  Em um primeiro estudo soroepidemiológico, realizado na rede 

pública de coleta de sangue (Hemocentros) utilizando a técnica de imunofluorescência 

indireta, foi possível determinar a prevalência da infecção pelo HIV em doadores de sangue 

de diferentes regiões brasileiras (Galvão-Castro e cols., 1987b).  

 

Estudos soroepidemiológicos, realizados na década de 80, indicavam a presença 

tanto do HIV-1 quanto do HIV-2 no Brasil (Veronesi e cols., 1987; Ivo-dos-Santos e cols., 

1995).  Apesar de somente o tipo 1 do HIV ter sido isolado e identificado com clareza no 

país, até o momento, não existem dados suficientes para se determinar a real prevalência 

destes dois tipos virais no Brasil, enfatizando a necessidade de estudos mais aprofundados 

de epidemiologia molecular, para um melhor conhecimento da distribuição dos diferentes 

tipos e subtipos virais.   
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Rede de laboratórios para o isolamento e caracterização do HIV-1 

 

A diversidade do HIV-1 é um dos grandes obstáculos para o desenvolvimento de 

uma vacina eficaz e universal contra a AIDS.  Devido à falta de conhecimento suficiente 

em relação a esta diversidade viral, o Programa Mundial de Luta contra AIDS (GPA) da 

Organização Mundial da Saúde (OMS/ WHO), constituiu uma rede internacional de 

laboratórios sob sua coordenação (“WHO Network for HIV-1 Isolation and 

Characterization”), com o objetivo unir esforços para conhecer mais rapidamente e de uma 

maneira mais padronizada o polimorfismo do HIV-1 em locais onde produtos candidatos a 

vacinas pudessem vir a serem testados.  Mais recentemente, o GPA foi transferido para o 

Programa de AIDS das Nações Unidas - UNAIDS/ONUSIDA (“UNAIDS Virus Network”, 

1999).    

 

Os principais objetivos desta rede são: (1) coletar sistematicamente material clínico 

de indivíduos infectados pelo HIV em diferentes regiões geográficas, (2) estabelecer um 

repositório destes espécimes clínicos, (3) isolar cepas representativas, (4) caracterizar estes 

isolados a nível biológico e molecular, e (5) distribuir informações relevantes e reagentes 

para a comunidade científica, além de promover  testes de vacinas nos sítios selecionados.   

 

Em 1992, o Brasil foi selecionado pela OMS como sítio para possíveis testes de 

vacinas anti-HIV/AIDS juntamente com Tailândia, Uganda e Ruanda.  Esta seleção foi 

baseada em vários critérios, dentre os quais a gravidade da epidemia, a existência de infra-

estrutura e capacitação de pessoal local, foram os mais importantes.   
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O Brasil participando desta rede de laboratórios selecionou numa primeira etapa, 52 

indivíduos soropositivos provenientes das cidades de Porto Alegre, Belo Horizonte, São 

Paulo, Rio de Janeiro e Salvador (WHO Network for HIV-1 Isolation and Characterization, 

1994).  Inicialmente, a caracterização genética dos subtipos virais foi feita através da 

avaliação da mobilidade de heteroduplexes (“Heteroduplex Mobility Assay”- HMA), 

formados com amostras padrões correspondentes aos diferentes subtipos de HIV-1.            

A técnica de “PCR fingerprint” e o sequenciamento genômico da região C2-V3 e da gp120 

em toda a sua extensão, foram igualmente realizados.  A avaliação da diversidade biológica 

dos isolados virais foi feita através da mensuração dos níveis de replicação viral, e pela 

capacidade de induzir sincício em diferentes culturas celulares.  Já a caracterização 

antigênica, foi realizada através do estudo da reatividade sorológica frente à peptídeos 

sintéticos, correspondentes à alça V3 do envelope viral dos diferentes subtipos virais. 

Também foi analisada a presença e a especificidade de anticorpos neutralizantes contidos 

no soro destes pacientes. 

 

Os resultados obtidos neste projeto, permitiram concluir que a técnica de HMA é 

um método adequado para a subtipagem do HIV-1 (Bachman e cols., 1994) e que a técnica 

de ELISA com peptídeos sintéticos HIV-1-específico, teria potencial para utilização em 

estudos de soroepidemiologia (Pau e cols., 1993; Cheingsong-Popov e cols., 1994). 

 

A análise genética das amostras brasileiras, revelou a presença dos subtipos B/B”, F 

e C (WHO Network for HIV-1 Isolation and Characterization, 1994).  Um acentuado 

polimorfismo biológico in vitro (Rübsamen-Waigman e cols., 1994) e, antigênico, 

evidenciado pela reatividade diminuída de plasmas brasileiros frente aos diferentes 
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peptídeos sintéticos derivados de isolados Norte Americanos/Europeus (Bongertz e cols., 

1994a, 1994b; Cheingsong-Popov e cols., 1994).  

 

Ao mesmo tempo, uma série de trabalhos sobre a diversidade do HIV-1 começou a 

ser produzido no país, os quais permitiram demonstrar uma maior prevalência do subtipo B, 

seguido do subtipo F (Morgado e cols., 1994; Louwagie e cols., 1994; Couto-Fernandez, e 

cols., 1994).  Foi descrita a variante B” do subtipo B (Morgado e cols., 1994; Couto-

Fernandez e cols., 1994), além de formas recombinantes entre os subtipos B/F (Sabino et 

cols., 1994) e  B/C (Cornelissen e cols., 1996), circulando no Brasil. 

 

 

Diante da estrutura organizacional proposta para a Rede Internacional para o 

Isolamento Caracterização do HIV-1 (WHO Guideline for HIV-1 Isolation and 

Characterization, 1994) e, considerando a existência local de competência já estabelecida 

no Brasil, foi criada em 1993 a Rede Nacional para o Isolamento e Caracterização do HIV-

1, a qual buscava analisar de forma sistemática a diversidade genética, biológica e 

antigênica do HIV, nos sítios selecionados para avaliação de vacinas anti-HIV/AIDS no 

Brasil.  

 

Os trabalhos desenvolvidos por este estudo integrado multicêntrico para a análise da 

diversidade do HIV-1 no Brasil, encontram-se detalhados nos documentos 2 e 3 desta tese.  
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2. OBJETIVO GERAL 

 

Isolar e caracterizar genotípicamente e fenotipícamente amostras de HIV-1 obtidas 

de indivíduos HIV-1 positivo, provenientes de diferentes regiões do Brasil. 

 

2.1. Objetivos específicos 

 

.  Isolar amostras de HIV-1 proveniente de diferentes regiões geográficas do Brasil, 

    utilizando os critérios estabelecidos pela Rede Internacional para o isolamento do HIV-1. 

 

. Analisar o espectro da diversidade biológica destes isolados, utilizando diferentes 

   linhagens celulares. 

 

. Verificar a distribuição dos subtipos de HIV-1 nas diferentes regiões analisadas 

   utilizando a técnica de mobilidade de heteroduplexes (HMA) e sequenciamento 

genômico. 

 

. Analisar o espectro da diversidade genética nos isolados de HIV-1, através da análise 

  filogenética das suas seqüências de nucleotídeos. 

 

. Verificar a concordancia de resultados de HMA na subtipagem genética de amostras 

   brasileiras de HIV-1, através da comparação com os resultados de sequenciamento 

   genômico. 

 

. Avaliar a utilidade da técnica EIA com peptídeos sintéticos específicos, na tipagem 

  sorológica do HIV-1 e na discriminação das variantes intra-subtipo (subtipo B: GPGR e 

  GWGR) deste grupo de soros. 

 

 

. Comparar a sensibilidade da técnica de HMA com o imunoensaio EIA utilizando 

peptídeos   HIV-1 subtipos-específicos. 
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.  Avaliar o espectro da diversidade antigênica das amostras brasileiras, analisando os níveis 

  de reatividade de soros de indivíduos infectados frente a peptídeos sintéticos de HIV-1. 

 

. Participar do esforço nacional para o isolamento e caracterização genética, biológica e    

   antigênica em amostras obtidas nos sítios selecionados para futuros testes de vacinas. 

 

. Desenvolver um estudo de vigilância da prevalência e dinâmica dos subtipos genéticos de 

  HIV-1, em grupos populacionais com riscos de contrair a infecção, nos sítios 

selecionados. 

 

. Verificar a possível associação entre os diferentes subtipos do HIV-1 com via de 

   transmissão, sexo, fator racial. 

 

. Realizar o sequenciamento genético e análise filogenética de amostras de HIV-1 de 

   subtipos não-B. 
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3. RESULTADOS E APRESENTAÇÃO DOS TRABALHOS CIENTÍFICOS 

 

Reconhecendo a existência de lacunas no atual conhecimento sobre a variabilidade 

genética, antigênica e biológica do HIV-1, e suas implicações no desenvolvimento de 

vacinas apropriadas para uso mundial, diferentes grupos científicos analisaram amostras 

obtidas de indivíduos soropositivos, tornando disponível uma série de informações relativas 

à diversidade do HIV-1 no Brasil.  Os primeiros estudos de caracterização desta diversidade 

datam do início dos anos 90, quando o polimorfismo genético e as propriedades biológicas 

de isolados obtidos no início da epidemia no Brasil, foram determinados respectivamente, 

através da análise do perfil dos fragmentos de restrição gerados por digestão enzimática 

utilizando a técinca de RFLP ("restriction fragment lenght pattern"), e do tropismo viral e 

níveis de replicação em diferentes linhagens celulares (Couto-Fernandez, et cols., 1992).  

Este estudo realizado em amostras provenientes do Rio de Janeiro, São Paulo e Bahia, 

mostrou pela primeira vez, níveis de diversidade em amostras Brasileiras de HIV-1, 

similares ao já descrito em outras regiões do mundo, apresentando, no entanto, um perfil 

genético mais próximo dos isolados Norte Americanos/Europeus, que de isolados de 

origem africana (Couto-Fernandez, e cols., 1992). 

 

Buscando expandir o conhecimento sobre os níveis de diversidade destas amostras 

de HIV-1, incluindo amostras adicionais obtidas de diferentes regiões do Brasil, foram 

realizados estudos mais aprofundados de caracterização genética e antigênica em amostras 

coletadas no Rio de Janeiro, São Paulo, Paraná e Bahia. Através do sequenciamento 

genômico de uma região de aproximadamente 900pb do envelope viral, pudemos analisar 

as seqüências de nucleotídeos das regiões V1, V2, V3, V5 e parte da gp 41destes vírus.           
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O estudo de diversidade antigênica foi realizado através da avaliação dos níveis de 

reatividade de soros de indivíduos HIV-1 positivo, frente a peptídeos sintéticos 

representativos dos diferentes subtipos virais.  Este trabalho realizado em colaboração com 

o Instituto de Medicina Tropical de Antuérpia, Bélgica, Centro de Referência da OMS para 

SIDA/AIDS, mostrou elevados níveis de diversidade entre as diferentes amostras, tanto a 

nível genético como antigênico, com um grau de diversidade genética de até 13,5%, e 

níveis de reatividade entre os diferentes peptídeos subtipo específico, bastante heterogênea.  

Foram observadas importantes substituições na seqüência de aminoácidos no topo da alça 

V3 de alguns isolados virais, cujas implicações na imunopatogenia, diagnóstico e 

transmissão, são discutidas em detalhes no documento número 1. 

 

 

 

DOCUMENTO No 1  

 

GENETIC AND ANTIGENIC VARIABILITY OF HIV TYPE 1 IN BRAZIL. 

Couto-Fernandez, J.C.; Janssens, W., Heyndrickx, L., Motte, I., Fransen, K., 

Peeters, M., Delaporte, E., Galvão-Castro, B., Piot, P. and Van der Groen, G. 

AIDS Research and Humam  Retroviruses, 10(9):1157-1163, 1994. 

  

 

 

 



64 

 

AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES. Volume 10, Number 9, 1994. 

Mary Ann Liebert, Inc., Publishers. 

PMID: 7545972  -  DOI: 10.1089/aid.1994.10.1157 

 

 

Genetic and Antigenic Variability of HIV Type 1 in Brazil 

 

JOSÉ C. COUTO-FERNANDEZ,1 WOUTER JANSSENS,2 LEO HEYNDRICKX,2 JAN 

MOTTE,2 KATRIEN FRANSEN,2 MARTINE PEETERS,2 ERIC DELAPORTE,3 

BERNARDO GALVÄO-CASTRO,1 PETER PIOT,2 and GUIDO van der GROEN2 

 

 

ABSTRACT 

 

Six Brazilian strains of human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) were isolated from 

infected individuals residing in different regions of Brazil between 1987 and 1989. 

Phylogenetic analysis based on an 860-base pair env fragment, including V3, V4, V5, and 

the beginning of gp41, classified the Brazilian strains significantly in genotype B, with 

interhost distances between 5.9 and 13.1% (mean value, 10%). Amino acid sequence 

analysis of the V3 loop revealed that three strains contained the North American/European 

GPGR motif as the tip of the loop whereas in the other three strains proline (P) was 

substituted by tryptophan (W), methionine (M), or phenylalanine (F). A consensus peptide, 

Bra-cons, was designed containing GWGR as the tip of the loop. Serological reactivity to 

the Bra-cons peptide and other V3 peptides (MN, SF2, HBX2, RF, MAL, ELI, Z6, and a 

Côte d'Ivoire peptide, CI-cons) was compared for 114 HIV-1-positive sera from Rio de 

Janeiro. Sixty-nine sera (60.5%) reacted with peptides belonging to genotype B, of which 

10 sera also reacted with peptides belonging to genotype A (n = 7) and D (« = 3).Eighteen 

sera (15.8%) had binding antibodies to the Bra-cons peptide. A high number of sera (n = 

43; 37.7%) had no antibodies to any of the V3 peptides tested. This result suggests that 

HIV-1 variants with aberrant V3 loops may circulate in Rio de Janeiro. 

 

https://doi.org/10.1089/aid.1994.10.1157
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INTRODUCTION  

 

The envelope (Env) of HIV-1 contains highly variable regions. In the third variable 

region (V3) of the env gene, there are important determinants for virus neutralization,1,2 cell 

tropism,3'4 and viral infectivity.5 However, the role of distinct HIV variants in the 

development of AIDS is unclear. On the basis of the induction of neutralizing antibodies in 

experimental animals, this viral epitope is under investigation as a candidate for potential 

HIV-1 vaccines and as a target for immunoprophylaxis strategies.6 However, to protect 

against HIV infection it is important that vaccines should induce a protective immune 

response against a wide range of viruses, especially those most common within the 

community to be protected.   

 

Brazil is one of the countries most affected by HIV-1. In November 1993, a 

cumulative total of 43,964 AIDS cases had been reported by the Ministry of Health for all 

27 states.7 Data regarding HIV-1 diversity in Brazil has already established that subtype B 

viruses (some with unusual V3 sequences) are prevalent, with a smaller apparent proportion 

of subtype F viruses.8-13 

 

The aim of the study was to analyze the genetic variability in the env gene of    

HIV-1 strains isolated from patients from different geographic regions in Brazil. 

Furthermore, we investigated the seroreactivity of 114 HIV-1 Western blot-confirmed 

seropositive Brazilian individuals to peptides mimicking the principal neutralizing domain 

(PND) of the V3 loop of HIV-1 strains belonging to different genotypes as well as to a 

consensus PND peptide of Brazilian isolates. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Subjects 

HIV-1 strains of six HIV-1-infected individuals residing in different regions in 

Brazil and attending public hospitals during the time period between 1987 and 1989 were 

included in this study. The CD4+ cell counts (x 106/liter), the most widely used marker for 
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staging of asymptomatic HIV infection,14 are indicated: P3 (CD4 < 200), Säo Paulo; P4 

(200 < CD4 < 500), P6 (200 < CD4 < 500), and P7 (CD4 > 500), Bahia; P8 (200 < CD4 < 

500), Paraná; P9 (CD4 < 200), Rio de Janeiro. From these individuals the corresponding 

serum was not available. Additionally, HIV-1-positive sera were obtained from 114, mostly 

asymptomatic, individuals from Rio de Janeiro, Brazil. HIV-1 positivity was confirmed by 

Western blot (WB-1; Diagnostic Biotechnology, Heverlee, Belgium), using the World 

Health Organization (WHO) criteria.15 To analyze the specificity of antibody reaction to a 

consensus PND peptide of Brazilian isolates, HIV-1-positive sera from individuals 

(asymptomatic or having AIDS) were included from Belgium (n = 139), Rwanda (n = 207), 

Gabon (n = 90), and Kenya (n = 60). 

 

 

 

FIG. 1. Alignment of V3 peptides. Genotype classification of the V3 peptides is according 

to the classification of the respective strains, from which they are derived.16 Amino acid 

identity between sequences is represented by dashes; points are introduced to align the 

sequences. 
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Peptides 

The V3 synthetic peptides were 20 to 22 amino acids long and contained a cysteine 

residue at the amino terminus for binding purposes in the enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA). The peptides cover the PND and are derived from sequences from genotype 

A (CTcons: Côte d'Ivoire), genotype B (MN, SF2, and HBX2, North America; RF, Haiti; 

Bra-cons, Brazil) and genotype D (ELI, Z6, and MAL, Zaire). Genotype classification was 

according to Myers et al.16 The alignment of the V3 peptides is shown in Fig. 1. Amino 

acid numbering is according to the MN strain.16 The peptides were synthesized at 

Neosystems (Strasbourg, France). The CI-cons peptide was designed on the most common 

V3 sequences of Côte d'Ivoire strains as previously described.17 The Bra-cons peptide was 

designed on V3 loop sequences of this study and sequences from HIV-1 strains from Bahia 

and Säo Paulo9 and Rio de Janeiro.10-11 A consensus sequence was derived in which proline 

(P) in the central GPGR motif was exchanged for tryptophan (W), resulting in the peptide 

cNTRKSIHIGWGRAFYATGE. 

 

Peptide assay  

An ELISA was used to monitor antibody reactivity to the V3 loop peptides. Stock 

solutions (1 mg/ml) of these peptides were reconstituted in 0.05 M carbonate buffer (pH 

9.6) and stored at -20°C. Peptides, at a concentration of 100 ng/200 pi of carbonate buffer, 

were coated overnight at room temperature in microtiter plates (Immunopiate; Nunc, 

Roskilde, Denmark). The plates were washed twice with phosphate-buffered saline (PBS)-

0.01% merthiolate-0.05% Tween 20. Nonspecific binding sites were blocked with blocking 

buffer (PBS-0.05% Tween 20-2% bovine serum albumin) at 37°C for 2hr. Of serum 

dilutions, made in blocking buffer, 200 pi was incubated with the immobilized peptides for 

1 hr at 37°C. The plates were washed and incubated with blocking buffer containing 

antihuman IgG-peroxidase conjugate, diluted 1:30,000, for 1 hr at 37°C. The plates were 

washed and antibody binding was visualized by adding substrate buffer (8.7 mg of 

tetramethylbenzidine/ml dimethyl sulfoxide [DMSO] diluted 1:100 in 0.1 M citrate 

phosphate buffer, pH 4.3, and 0.006% H202). After 30 min. the reaction was stopped by 

adding 50 pi of 4 N H2S04. The optical density was read at 450 nm. Ten HIV-1-negative 

sera were used to establish the cutoff value" of each assay as the mean value plus 3 
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standard deviations. Antibody reaction to a peptide was scored positive if the optical 

density (OD) value was above the cutoff value. Cutoff values ranged from 0.1 to 0.5.     For 

uniformity and to eliminate nonspecific reactivity the highest cutoff value (0.5) was used 

for all the assays. 

 

Virus isolation and DNA preparation 

HIV-1 isolation was carried out according to Barré-Sinoussi et al.18 Briefly, 2xl06 

periferal blood mononuclear cells (PBMCs) from HIV-1-seropositive individuals were 

separated on a Ficoll-Hypaque gradient and cocultivated with 5 x 106 phytohemagglutinin 

(PHA)-stimulated donor PBMCs. The cultures were maintained in RPMI-1640 medium 

supplemented with 20% heat-inactivated fetal bovine serum and recombinant interleukin 2 

(50 U/ml) (Innogenetics, Zwijnaarde, Belgium).  Cultures were expanded to 2.5 x 107 cells 

by adding 2 x 106 PHA-stimulated donor PBMCs every 3 to 4 days over a 2 to 3 week 

period. Viral growth was determined by monitoring viral antigens by an HIV antigen 

capture enzyme immunoassay (EIA; Innogenetics). HIV-containing supernatants were kept 

at -70°C until use. Frozen infected cells were thawed and resuspended in 1 ml of TE buffer 

(10 mM Tris-HCl [pH 7.5]-l mM ethylenediaminetetraacetic acid [EDTA]) and treated with 

0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS) and proteinase K (20 pg/ml) at 37°C overnight. 

Nucleic acids were extracted by phenol-chloroform,19 precipitated in absolute ethanol, and 

resuspended in 100 pi of H20. The quantity of total DNA was measured by optical density 

and their concentration adjusted to a final concentration of 0.1 pg/ml. 

 

Polymerase Chain Reaction, cloning, and sequencing 

 

The polymerase chain reaction (PCR) conditions and primers were as described 

previously.17 Primer H1E101 was biotinylated for direct sequencing purposes.                     

An approximately 860-base pair (bp) fragment containing V3, V4, V5, and the beginning of 

gp41 was amplified for the six Brazilian strains. Nested PCR fragments were purified with 

Dynabeads (Medichim, Heppignies, Belgium) and directly sequenced using the direct solid-

phase sequencing approach.20 For one isolate (P6) it was not possible to obtain a 

satisfactory nested PCR product. This fragment was cloned in a pUC18 cloning vector. 
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Sequence reactions were performed using the AutoRead sequencing kit and fluorescein-

labeled primers (Pharmacia Biotech, Roosendaal, the Netherlands). Electrophoresis and 

data collection were done on an ALF automatic sequencer (Pharmacia Biotech). 

 

Sequence data analysis  

The six HIV-1 env Brazilian sequences were aligned with 19 previously known 

sequences of HIV-1 isolates of diverse geographical origin. Starting from the alignment, a 

distance matrix, corrected for multiple mutations per site according to Jukes and Cantor,21 

was constructed.22 Tree topologies were inferred by neighborjoining,23 one of the most 

effective tree construction methods available at this time.24,25 Tree construction and 

bootstrap analysis were realized with the software package TREECON.26 The nucleotide 

sequence data were deposited in the EMBL, GenBank, and DDBJ nucleotide Sequence 

Database under the following accession numbers: X78512-X78517. 

 

RESULTS 

 

Phylogenetic analysis  

The Brazilian sequences were compared phylogenetically with the 860-bp env 

fragment of 19 previously published sequences representative of 6 different genotypes: 4 

strains of genotype A (Z321 [Zaire], D687 [Ghana], SF170 [Rwanda], and U455 

[Uganda]), 5 strains of genotype B (OYI [Gabon], LAI [France], RF [Haiti], and MN and 

SF2 [United States]), 2 strains ofgenotype C (NOF [South Africa] and D747 [India]), 4 

strains of genotype D (NDK, JY1, Z2Z6, and ELI [Zaire]), 2 strains from genotype E 

(CM235 and CM239),27 and 2 strains from genotype F (BZ126 and BZ163).13 SIVcpz=gab 

was included as outgroup sequence. In the phylogenetic tree (Fig. 2), six branches 

representing six different genotypes (A, B, C, D, E, and F) are supported significantly by 

bootstrap analysis. All Brazilian isolates in this study are situated in genotype B, supported 

by 100% of the bootstrap trees. The interhost differences at nucleotide level for Brazilian 

strains were 5.9% (between P3 and P6) to 13.1% (between P8 and P9). The mean value for 

interhost difference was 10%. 
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Genetic analysis of the V3 region  

V3 amino acid sequences from Brazilian isolates were compared with the V3 

consensus sequence ofgenotype B (Fig. 3).16 The amino acid sequences around the V3 loop 

apices were similar to those of some North American and European isolates.  The central 

GPGR tetrapeptide was found in three of six Brazilian strains. In the other three samples 

(P3, P6, and P8), proline (P) in the crown of the loop was replaced by tryptophan (W), 

methionine (M), and phenylalanine (F), respectively. 

 

 

 

 

FIG. 2. Phylogenetic tree based on 853 unambiguously aligned positions of HIV-1 

sequences from 25 different patients. The sequences determined in this study are indicated 

in bold. The root of the tree is placed such as to equalize its distance to the outgroup 

sequence SIVcpz_gab and its average to the HIV-1 sequences. The distance between two 
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sequences is obtained by summing the lengths of the connecting horizontal branches, using 

the scale on top. The number of bootstrap trees out of 1000 replications supporting a 

particular phylogenetic group in more than 50% is placed alongside the node considered. 
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FIG. 3. Amino acid sequence alignment of part of the envelope glycoprotein, including V3, 

V4, V5, and the beginning of gp41 of six Brazilian strains. The database consensus 

sequence for genotype B, according to Myers et al.16 is on top. Amino acid identity between 

sequences is represented by points; dashes are introduced to align the sequences; the 

overbars are indicative for the V3 loop region and the CD4 binding site as indicated 

between them. 

 

Antibody reactivity of sera from HIV-seropositive Brazilian individuals against V3 loop 

peptides in ELISA 

Eighteen different seroreactivity patterns have been observed among the 114 

Brazilian HIV-1-positive sera when tested in ELISA on 9 different V3 peptides (Fig. 4A). 

Of the 114 HIV-1-positive sera from Rio de Janeiro tested, 69 (60.5%) reacted to 1 or more 

peptides mimicking V3 loop sequences of HIV-1 strains classified in genotype B (Figs. 1 

and 4A). Seven of these sera also reacted with the CI-cons peptide (genotype A); two sera 

also reacted with the Z6 peptide and one serum also reacted with the ELI and MAL 

peptides (genotype D). The number of sera having antibody reactivity to the RF and HBX2 

peptides was 14 (12.3%) and 8 (7%), respectively. All sera reacting to the RF and/or the 

HBX2 peptide also reacted to the SF2 and MN peptides. All but one of the sera having 

antibodies to the SF2 peptide (n = 39) also reacted to the MN peptide (n = 38). Of 18 sera 

(15.8%) that reacted with the Bra-cons peptide, 2 did not cross-react with other V3 

peptides. Three sera had serological reactivity to V3 peptides based on Zairean HIV-1 

strains, classified in genotype D: two sera reacted with the Z6 peptide and one serum 

reacted with the ELI and MAL peptides. Nine sera (7.9%) had antibodies directed to the 

CI-cons peptide. Two of these sera did not react with other peptides. Fortythree sera 

(37.7%) had no binding antibodies directed to epitopes on the V3 peptides used in this 

study (Fig. 4A). An increase in the cutoff value from OD = 0.5 to OD = 1.0 resulted in a 

decrease in the number of sera reacting with a certain V3 peptide in ELISA (Fig. 4B). The 

number of different seroreactivity patterns was now reduced to 12. The percentage of sera 

having antibody reactivity to one or more V3 peptides decreased by 28% (from n = 71 to n 

= 51). All of them had antibodies to subtype B peptides. The decrease in reactivity toward 

the different V3 peptides was as follows: 29% for the MN peptide (from n = 66 to n = 47), 
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36% for the SF2 peptide (from n = 39 to n = 25), 43% for the RF peptide (from n = 14 to n 

= 8), 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIG. 4. Antibody reactivity of Brazilian sera to V3 loop peptides of HIV-1 isolates of 

different genotypes. The inside of each ellipse, indicated by a reference peptide, contains 

the number of sera reactive with this peptide. The genotypes of the strains from which the 

V3 loop peptides are derived are indicated in parentheses. A separate ellipse contains the 

number of sera having no binding antibodies to the V3 peptides tested. (A) Cutoff OD = 

0.5; (B) cutoff OD = 1.0. 
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75% for the HBX2 peptide (from n = 8 to n = 2), 11% for the Bra-cons peptide (from n = 

18 to n = 16), 55% for the CI-cons peptide (from n = 9 to n=4), 50% for the Z6 peptide 

(from n = 2 to n = 1), and 100% for the ELI and MAL peptides (from n = 1 to n = 0). 

 

Antibody reactivity to the Bra-cons peptide  

Antibody reaction to the Bra-cons peptide was studied for sera from Belgium        (n 

= 139), Rwanda (n = 207), Gabon (n = 90), and Kenya (n = 60), and compared to antibody 

reaction for sera from Brazil (n = 114). The percentage of sera from the different countries, 

scoring positive (OD > 0.5) in the peptide assay, was 15.8% (n = 18) for Brazil, 7.2% (n = 

10) for Belgium, 6.8% (n = 14) for Rwanda, 4.4% (n = 4) for Gabon, and 6.7% (n = 4) for 

Kenya. To determine the specificity of antibody reaction to the Bra-cons peptide, the OD 

values of the sera from the different countries reacting with this peptide were compared 

(Fig. 5). An increase in the cutoff value from OD = 0.5 to OD = 1.0 resulted in a decrease 

in the number of sera scoring positive in ELISA: in Brazil, 11% (from n = 18 to n = 16); in 

Belgium, 60% (from n = 10 to n = 4); in Rwanda, 64% (from n = 14 to n = 5); in Gabon, 

100% (from n = 4 to n = 0); and in Kenya, 100% (from n = 4 to n = 0). 

 

 

DISCUSSION 

 

Using the env fragment encoding V3, V4, V5, and the beginning of gp41, it is possible to 

generate phylogenetic trees that are statistically confident and that group HIV-1 strains into 

the same genotypes as documented by Myers et al.16 based on larger fragments or total 

genomes.17 All Brazilian strains in this study clustered in genotype B. The GPGR motif 

was present in 50% of the Brazilian strains (P4, P7, and P9). The Brazilian strains lacking 

GPGR had GWGR (P3, Säo Paulo), GMGR (P6, Bahia), and GFGR (P8, Paraná) instead. 

Globally, GPGR is found in B subtypes only 63% of the time.16 In the Centers for Disease 

Control (CDC, Atlanta, GA) study of a Florida dentist, out of 39 Florida control strains 12 

did not have GPGR as the tip of the V3 loop.28 In a seroconverter study from the 

Netherlands, 11 of 75 strains were variable in GPGR.29 Finally, it is not uncommon to find 

intrapatient variation in this motif, which has implications for serological reactivity.30 V3 
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sequence data from HIV-1 strains circulating in Bahia and Säo Paulo, Brazil, were 

reported." Thirty-six percent (n = 8) of the strains had the GWGR tetrapeptide motif and 

were from individuals from Bahia. Also, V3 sequence data from HIV-1 strains circulating 

in Rio de Janeiro and Säo Paulo were reported.10 Fortythree percent (n = 12) of the strains 

had the GWGR tetrapeptide motif, GPGR was observed in only eight strains (28.5%), and 

eight strains (28.5%) presented a novel sequence. The GWGR tip of the loop has been 

found only in Brazil to date. It is a common form in Brazil, and its presence accounts for 

much of the decrease in frequency of GPGR forms in Brazil. Therefore the relative 

decrease in GPGR could be due to a founder effect with the GWGR form, and not to the 

excessive variation in this motif in Brazil.  

 

A study on 30 samples from patients of Argentina revealed only GPG as the tip of 

the V3 loop.31 This may be due to a recent introduction or to clustering of the samples in 

that study. The prevalence of HIV-1 strains having GWG, GMG, or GFG as the tip of the 

V3 loop, for other regions of Brazil and for other South American countries, remains 

unclear.  Although the majority of Brazilian isolates belong to genotype B, the presence of 

genotype F isolates has been demonstrated.11-13 The prevalence of antibodies binding with 

the Bra-cons peptide, having GWG as its central motif, was studied for 114 HIV1-positive 

Western blot-confirmed sera from Rio de Janeiro and compared with the seroreactivity to 

other peptides of HIV-1 strains from different geographic regions.  
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FIG. 5. Specificity of antibody reaction to the Bra-cons peptide. The percentage of sera of 

the different countries reacting with the Bra-cons peptide is indicated in order of increasing 

OD values. 

 

Seventy-one sera  (62.3%) had serological activity to one or more V3 peptides in 

this study. All except two had binding antibodies to V3 peptide(s) based on genotype B 

sequences. This finding corresponds with the phylogenetic classification in genotype B 

ofthe HIV-1 strains from Brazil in this and previous studies.9"12 However, a prevalence of 

60% of MN V3 peptide-reactive Brazilian sera was low compared with the prevalence of 

MN V3 peptide-reactive sera observed in eight other countries, of which one was European 

and seven were African. This observation, together with the low number of sera reacting 

with peptides of genotype D strains, made Brazilian seropositive sera different in their V3 

loop reactivity pattern (data not shown). Antibody reaction of Brazilian sera to the Bra-cons 

peptide was 15.8%. Brazilian sera reacted with higher specificity to the Bracons peptide in 

comparison with sera from Belgium, Rwanda, Gabon, and Kenya (Fig. 5). Raising the 

cutoff value from OD = 0.5 up to OD = 1.0 resulted in an increased specificity and 

eliminated some ofthe cross-reactivity against the Bra-cons peptide. This is reflected by an 

11% (Brazil) versus a 60% (Belgium), 64% (Rwanda), and 100% (Gabon and Kenya) 
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reduction in the number of sera reactive with the Bra-cons peptide, in solidphase ELISA. 

Antibody reaction of Brazilian sera to the CIcons peptide (genotype A) was low (7.9%), 

compared to sera from seven African countries ranging from 70.7% (Gabon) to 94.7% 

(Côte d'Ivoire) (data not shown). This may indicate a different evolution of HIV-1 strains in 

Africa and Brazil. Raising the cutoff value from OD = 0.5 to OD = 1.0 resulted in a 

decrease in Brazilian sera having antibodies to certain V3 peptides. The decrease was 

different for each V3 peptide analyzed. The lowest decrease was observed for reaction with 

the Bra-cons peptide (11%). The decrease in reactivity to other genotype B-derived 

peptides was more profound: MN, 29%; SF2, 36%; RF, 43%; and HBX2, 75%. The high 

number of sera (n = 43; 37.7%) having no binding antibodies to any of the V3 peptides 

tested may indicate the presence of V3 loop-aberrant HIV-1 strains in Brazil, as is partially 

confirmed by our results. Although the six Brazilian isolates all belong to clade B, 50% of 

them had a remarkable difference at the tip of the loop (P3 [GWGR], P6 [GMGR], and P8 

[GFGR]). Perhaps some of the nonreacting sera could react with a subtype F V3 peptide 

containing a relatively distinctive LGPG(Q/R). Also, the lack of reactivity of many of the 

sera could be due to positions proximal to the tip of the V3 loop. Serotyping using peptides 

corresponding to new variants may be important to trace the prevalence ofthese variants in 

the population. The PND present on the synthetic peptides contains a core tetrapeptide in a 

ß-turn array32 that is as highly conserved as GPGR for North American/European strains 

and as GPGQ for African strains.33 However, the PND of Brazilian strains often shows 

substitution of proline (P) in the GPG motif to tryptophan (W), methionine (M), and 

phenylalanine (F). This kind of substitution may result in an altered epitope eliciting 

antibodies with low or no binding affinity for V3 peptides having GPGR or GPGQ as the 

tip of the V3 loop. These data are indirect evidence for the circulation in Brazil of HIV 

strains with aberrant V3 loop amino acid sequences. Further work is necessary to 

characterize in further detail these unusual HIV-1 strains as well as to determine their 

prevalence among Brazilian HIV-1 infected individuals. The outcome of these studies may 

contribute to a more efficient design of an HIV vaccine in Brazil. 
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Buscando melhor conhecer o espectro da diversidade do HIV-1 no Brasil, 

principalmente nos sítios selecionados para futuros testes de vacinas, foi estabelecida a 

Rede Brasileira para o Isolamento e Caracterização do HIV-1, com estrutura organizacional 

similar à rede de laboratórios da OMS.  Esta rede de laboratórios é constituida basicamente 

por um laboratório primário central (LASP-CPqGM, FIOCRUZ, Bahia), e diversos 

laboratórios secundários com tradição científica no estudo dos diferentes aspectos da 

diversidade viral no Brasil (FIOCRUZ - Rio de Janeiro; Adolfo Lutz - São Paulo; Emílio 

Ribas - São Paulo, UFMG - Minas Gerais).  A Rede Brasileira para Isolamento e 

Caracterização do HIV-1 no Brasil, além de oferecer uma análise em larga escala de 

amostras, permite também, uma melhor padronização da tecnologia empregada no estudo 

da diversidade viral.  Os objetivos principais da rede nacional são:  (1) Desenvolver um 

sistema de monitoramento contínuo da variabilidade genética e antigênica do HIV-1 em 

diferentes regiões geográficas do Brasil. (2) Gerar informações básicas sobre as 

propriedades genéticas e antigênicas de novas linhagens do HIV epidemiologicamente 

importantes, que permitam a seleção de futuros canditatos a vacinas antigenicamente 

apropriados para serem avaliados e potencialmente utilizados no Brasil. (3) Participar de 

outros esforços internacionais para caracterização do HIV, como parte da Rede 

Internacional da OMS para Isolamento e Caracterização do HIV ou em bases bilaterais de 

colaboração com programas internacionais individuais de pesquisa. 

 

Este trabalho foi realizado em amostras provenientes de três grandes cidades 

brasileiras (São Paulo, Rio de Janeiro e Belo Horizonte) responsáveis por aproximadamente 

70% do número totais de casos de AIDS (Boletim Epidemilógico AIDS, Ministério da 

Saúde, agosto 1999), o que proporcionou uma avaliação abrangente sobre o espectro da 
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diversidade viral da maioria das amostras circulantes nas capitais selecionadas para futuros 

testes anti-HIV-1.  Os dados obtidos deste estudo global sobre a diversidade do HIV-1 no 

Brasil permitiu avaliar a distribuição dos diferentes subtipos no país, além dos níveis de 

diversidade genética, biológica e antigênica. 

 

Foram realizados estudos de caracterização fenotípica, como a avaliação da cinética 

de crescimento e citopatogenicidade viral frente à diferentes linhagens celulares e células 

mononucleares de doador normal estimuladas pela PHA.  Estudos de caracterização 

antigênica avaliando a reatividade de anticorpos anti-HIV-1, utilizando ensaios sorológicos 

de ligação com peptídeos representativos da alça V3 nos indivíduos infectados, e de 

susceptibilidade à neutralização destes isolados frente a soros autólogos e heterólogos de 

indivíduos soropositivos, foram igualmente realizados.  A determinação do subtipo 

genético nestas amostras, foi realizada através da técnica de HMA e do sequenciamento de 

nucleotídeos.  Detalhes clínicos e laboratoriais deste estudo, além dos níveis de diversidade 

genética e biológica nas amostras do Rio de Janeiro, encontram-se no documento 2, 

enquanto que o estudo completo incluindo amostras do Rio de Janeiro, São Paulo e Minas 

Gerais, encontram-se sumarizados no documento 3.  
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 The Human Immunodeficiency Virus Type 1 (HIV-1) presents a high level of genetic 

variation leading to isolates with divergent nucleotide and amino acid sequences and 

distinct biological properties. This viral diversity is one of the main obstacles for the 

development of a universal effective vaccine. Based on HIV-1 env and gag gene sequence 

data, at least nine nearly equidistant genetic subtypes belonging to the M (major) group 

could be identified. They are designated from A through I and occurring in different 

geographic regions of the world (G Meyers 1994 AIDS Res Hum Retroviruses 10: 1317-

1324, G Kostrikis et al. 1995 J Virol 69: 6122-6130). In addition, divergent HIV-1 viruses 

have been identified, and as could not be classified in any of these subtypes, were recently 

designated as group O (outlier) (M Van den Haesevelde et al. 1994 J Virol 68: 1586-1596, 

LG Gurtler et al. 1994 J Virol 68: 1581-1585, W Janssens et al. 1994 AIDS 10: 877-879). 

Thus, to establish a surveillance program to monitor HIV-1 diversity in sites where HIV-1 

candidate vaccine will be evaluated is of paramount importance for the selection of 

appropriate vaccine efficacy trials. In this context, the World Health Organization Global 

Programme on AIDS (WHO-GPA) organized a WHO Network for HIV-1 Isolation and 

Characterization, providing the basis of global mechanisms for monitoring HIV-1 

variability (WHO Network for HIV-1 Isolation and Characterization 1994 AIDS Res Hum 

Retroviruses 10: 1327-1343). 

Brazil is one of the vaccine trial sites selected by the WHO-GPA, together with Rwanda, 

Thailand and Uganda. So far, at least three different subtypes have been found in Brazil: B, 

F, and C. In fact, through an evaluation of 235 Brazilian isolates it was observed that 

subtype B was predominant (88.5%) and that only 8.9% and 1.7% of the samples were 

subtypes F and C, respectively (K Potts et al. 1993 AIDS 7: 1191-1197, J Louwagie et al. 

1993 AIDS 7: 769-780, MG Morgado et al. 1994 AIDS Res Hum Retroviruses 10: 569-576, 

JC Couto-Fernandez et al. 1994 AIDS Res Hum Retroviruses 10: 1157-1163, WHO 

Network for HIV-1 Isolated and Characterization, 1994 AIDs Rev Hum Retrov 10: 1327-

1343, B Galvão-Castro et al. 1995 Actualizaciones en SIDA 3: 173-178, E Sabino et al. 

1995 2nd National Conference on Human Retroviruses and Related Infections, 

Washington, DC- USA, M Guimarães et al. 1995 1º Simpósio Brasileiro de Pesquisa 

Básica em HIV/AIDS abstract no. 17, RJ, Brazil). Interestingly, two samples (0.9%) 
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showed to be variants resulting from a recombination between subtypes B and F (E Sabino 

et al. 1994 J Virol 68: 3640-6346, B Hahn et al. 1996 J Virol in press). 

Low levels of amino acid sequence conservation in the V3 loop were also seen between the 

Brazilian sequences and the HIV-1 prototypes currently in use for vaccine development. 

Indeed, the comparison with sequences of prevalent North American/European HIV-1 

strains showed that the Brazilian subtype B sequences present amino acid replacements in 

some positions giving distinctive tetrameres at the tip of the V3 loop. In fact, the GWGR 

motif at the crown of the V3 loop was detected in 28 out of 71 (39.4%) isolates analyzed, 

while the highly conserved North American/European GPGR motif was observed in 25 

samples (35.2%). Also, novel sequences were detected in 18 samples (25.4%) (MG 

Morgado 1994 in Processo de desenvolvimento de vacinas anti HIV/AIDS. Problemas e 

benefícios PN-DST/AIDS, Brazilian Ministry of Health). Moreover, the sequencing of the 

whole gp120 DNA of one Brazilian isolate with GWGR motif at the tip of the V3 loop 

showed an 89.1% homology of nucleic acid sequence with the prototype HIV-1 B subtype. 

The highest divergence was found in the V1-V3 regions (SM Costa et al. 1995 Aids Res 

Hum Retroviruses 11: 1243-1245). 

In addition, Brazilians infected with HIV-1 presented a lower specific antibody response 

against V3 loop peptides of predominant prototypes of HIV-1 circulating in North America 

and Western Europe (EW Carrow et al. 1991 AIDS Res Hum Retroviruses 7: 831-838, V 

Bongertz et al. 1994 Braz J Med Biol Res 27: 1225-1236).   These results suggest that 

Brazilian HIV-1 strains have genetic and antigenic differences in comparison with North 

American/European prototype strains, which may hamper the success of 

immunoprophylatic programmes based on HIV-1 vaccine candidates currently proposed to 

be tested in Brazil. 

Therefore a Brazilian Network for HIV-1 Isolation and Characterization (BNHIC) was 

established in March 1993, as part of the National Programme of HIV/AIDS Vaccine 

Development and Evaluation, nested with Sexual Transmitted Disease/AIDS Programme of 

the Brazilian Ministry of Health. This network has similar organizational structure to the 

WHO (loc. cit.). Briefly, BNHIC was organized on a three-tier basis inclunding primary 

site, central reference laboratory and secondary laboratories. 
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Initially the primary cities comprised three previously selected ones for HIV-1/AIDS 

vaccine evaluation located in the cities of Belo Horizonte, MG; Rio de Janeiro, RJ, and São 

Paulo, SP. These sites are responsible for the selection of volunteers, collection of blood 

specimens and the shipment of the blood samples to the Central Reference Laboratory. 

The Central Reference Laboratory is the Advanced Laboratory of Public Health (LASP), 

Gonçalo Moniz Research Center, FIOCRUZ, in Salvador, BA. This laboratory is 

responsible for HIV-1 isolation, expansion and distribution of biological samples and 

reagents to the secondary laboratories. The Central Laboratory is also the HIV isolates 

national repository and is also responsible for transferring of technology and traning. 

The biological, immunological and genetic characterization of the specimens is undertaken 

at the secondary laboratories: (1) AIDS and Molecular Immunology Laboratory, 

Department of Immunology, Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ; (2) Infectious Disease 

Service, Department of Preventive Medicine, Federal University of Rio de Janeiro; (3) 

Microbiology and Immunology Laboratory, Adolfo Lutz Institute; (4) Molecular Virology 

Laboratory, Dept. of Genetics, Federal University of Rio de Janeiro; (5) Retrovirology 

Laboratory, Adolfo Lutz Institute; (6) Retrovirology Laboratory, Departament of Virology, 

Oswaldo Cruz Institute, FIOCRUZ; (7) Virus Laboratory, Basic Science Institute, Federal 

University of Minas Gerais. 

 

The main objectives of the Brazilian National Network are (1) to develop a system for 

continuous monitoring the genetic and antigenic variability of HIV-1 isolates from different 

geographic regions of Brazil; (2) to generate basic information of genetic and antigenic 

properties of epidemiologically relevant HIV-1 strains that will enable the selection of 

antigenically appropriate candidate vaccines to be evaluated and potentially used in Brazil; 

(3) to participate in other international HIV-1 characterization efforts as part of the WHO 

Network for HIV Isolation and Characterization, or on a bilateral basis of collaboration 

with individual international research programs. This approach, using rigorous standardized 

research protocols, will enable a wider ranging analysis of HIV-1 samples from different 

regions of Brazil. 
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In order to achieve these goals, we have been carrying out a pilot study in one of three 

previously selected sites, (Rio de Janeiro, RJ) for future HIV vaccine evaluation. 

Initially, 16 seropositive individuals were selected for this study. HIV-1 isolation and 

expansion were performed according to the standard procedures described elsewhere 

(WHO Guidelines for Standard HIV Isolation Procedures, Geneva, 1994). Briefly, PBMC 

of seropositive and seronegative individuals were separated in gradient of Ficoll Hypaque, 

from whole blood collected using EDTA. 8 x 106 PBMC from seronegative donors, 

previously stimulated with phytohemaglutinin, were co-cultured with 2 x 106 patient cells 

in RPMI medium containing glutamine, penicilin, streptomycin and 10% fetal calf serum in 

the presence of 5U/ml Interleukin-2. The co-cultures were incubated at 37ºC, 5% CO2, up 

to 24 days. Culture medium was changed each three to four days and fresh donor cells were 

added on the 7th and on the 14th days. Co-cultures were monitored for the presence of the 

p24 antigen each three to four days and the positive supernatants were saved as virus stock. 

HIV-1 isolates were biologically characterized using the methodology described elsewhere 

(WHO loc. cit.). Briefly, positive supernatants from primary cultures were used as the virus 

source to infect MT-2 cell lines. These cultures were monitored twice a week for p24 

antigen and daily for syncitium formation. The isolates were also analyzed by heteroduplex 

mobility assay (HMA) in order to determine the subtypes of HIV-1 (E Delwart et al. 1993 

Science 262: 1257-1261). The HIV-1 neutralization assay was performed following the 

techniques described previously (J Albert et al. 1993 AIDS Res Hum Retroviruses 9: 501-

506). 

The age, sex, presumed mode of transmission, clinical status of the patients, as well as 

results of HIV-1 isolation are shown in Tables I and II. The majority of the patients were 

males (75%). The age ranged from 15 to 61 years. Concerning the possible transmission 

route, 50% were male homossexual and/or bissexual, 43% were heterossexual, and in 

6.25% the mode of transmission was undeterminated. We isolated HIV-1 in 12 out of 16 

(75%) samples. The p24 antigen was always detected within 12 days of co-culture. 

Preliminary results of biologic characterization show that seven isolates induced syncytium 

formation in primary co-culture (PBMC) but only three of them induced syncytium in MT-

2 cell line (Table II). Only one isolate induced syncytium in MT-2 cell line alone. The rate 

http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0074-02761996000300014&lng=en&nrm=iso&tlng=en#t1
http://www.scielo.br/img/revistas/mioc/v91n3/14t2.gif
http://www.scielo.br/img/revistas/mioc/v91n3/14t2.gif
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of virus isolation and the frequency of syncytium inducing (SI) isolates were higher than 

that observed in a previous study (WHO loc. cit.), which could be due to the variation of 

the clinical status of our patients. The genetic analyses of 11 samples using HMA revealed 

that 10 were B and 1 was F subtypes confirming previous studies. 

  

 

  

Neutralization assays, carried out according to standard techniques in pre-activated 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (Albert et al. loc. cit.) indicate that two of 

seven isolates tested were neutralized to at least 75% by their autologous plasma (28.6%) 

and a third isolate was neutralized to 50%. Six of the seven isolates (85.7%) were 

neutralized by at least one heterologous plasma from Brazilian HIV-1 infected individuals. 

Of 11 plasma evaluated as to their potency in neutralizing heterologous primary Brazilian 

HIV-1 isolates, nine (82%) were able to neutralize 75% of at least one isolate. All isolates 

tested (7/7 = 100%) were susceptible to > 75% neutralization by a pool of plasma from the 

patients envolved in this study. Of 12 plasma tested, nine (75%) were able to neutralize the 

reference isolate HIV-1 MN.  
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These preliminary results indicate that one of the isolates (RJ95006) appears to be quite 

resistent to neutralization (autologous and heterologous), while another isolate (RJ95005) 

appears to be highly susceptible to neutralization, with all other isolates showing 

intermediate susceptibility. In summary, neutralization of Brazilian primary HIV-1 isolates 

appears to be similar to neutralization of other primary HIV-1 isolates described in the 

United States (PD Souza et al. 1995 AIDS 9: 867-874, JP Moore et al. 1995 J Virol 69: 122-

130) and Europe (Eva-Maria Fenÿo 1994 personal communication and 9ème col Cent 

gardes 103-107). 

Some of the individuals enrolled in this pilot study did not fullfill the inclusion criteria 

required to participate in this research project. Most of them were infected for more than 

two years, including two cases of AIDS with CD4 cell counts below 200 cells/mm3. In 

addition, some of them were under antiviral treatment. Thus, it is important to point out that 
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the recruitment of individuals not strictly meeting the inclusion criteria in this study, such 

as: (a) be a recent seroconverted or to have less than two years of infection; (b) have CD4 

cell counts above 200 cells/mm3 and (c) not be under antiviral treatment, could jeopardize 

the information required for future vaccine efficacy trials. 

 

Nevertheless, this pilot study has demonstrated the feasibility of the BNHIC, as well as the 

possibility of the HMA usage for large scale molecular epidemiological studies in Brazil. 

This will enable us to establish a sentinel surveillance on the prevalence and the dynamic of 

different HIV-1 genetic subtypes in various population groups in Brazil. 

 

Finally, we should emphasize that a well organized and integrated national effort is of 

paramount importance for establishing a successful surveillance system to monitor HIV-1 

diversity on a nationwide scale. 
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Diante da necessidade de ampliação do conhecimento para outras regiões 

geográficas, e principalmente, em função de um aumento significativo do número de casos 

de AIDS em estados do nordeste brasileiro, principalmente entre indivíduos heterosexuais e 

usuários de drogas injetáveis (UDIs), surgiu a necessidade de se realizar estudos mais 

aprofundados de caracterização da variabilidade do HIV-1, em amostras provenientes desta 

região.   

Entre os estados nordestinos, a Bahia é atualmente o estado com o segundo maior 

número de casos de AIDS (3.872) [Boletim Epidemiológico AIDS, Ministério da Saúde, 

ano XII no3, agosto 1999], sendo a capital Salvador a cidade com maior concentração de 

casos.  Salvador é uma cidade costeira e portuária, com elevada afluência turística de 

diversos países.  Com uma população de aproximadamente 3 milhões de habitantes, esta 

cidade mostra fortes características socio-demográficas africanas, onde 90% dos indivíduos 

desta população mostram forte influência racial africana (Dourado e cols., 1998).        

Diante desta realidade, foram coletadas amostras de HIV-1 de indivíduos mostrando 

diferentes formas de aquisição da infecção, com o objetivo de se determinar, 

primeiramente, a real prevalência dos subtipos de HIV-1 nesta região em diferentes 

momentos da epidemia de AIDS, além da possibilidade de elucidar a possível associação 

entre subtipos genéticos e via de transmissão, sexo, evolução clínica e padrão racial. 

  

Este estudo proporcionou uma visão mais ampla da distribuição dos subtipos de 

HIV-1 na Bahia, além de se melhor conhecer o espectro da diversidade antigênica e 

genética  do HIV no país. Os dados sociodemográficos desta população, além dos 

resultados da subtipagem genética, caracterização antigênica e sequenciamento molecular 

se encontram descritos no documento 4. 
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SUMMARY 

 

 

 

To investigate the prevalence of the HIV-1 subtypes in different populations from 

Salvador-Bahia, blood samples from 72 HIV-1 seropositive injecting drug users (IDUs) and 

62 individuals infected by sexual route were analyzed using the heteroduplex mobility 

assay (HMA). In the IDUs group, 89.5% were classified as subtype B, 3% as subtype F and 

7.5% showed a B/F HMA profile.  In the sexual transmission (ST) group, 95% were 

identified as B subtype, 3.4% showed a B/F profile and 1.6% a B/C/E HMA profile.      All 

Brazilian samples that showed multiple reactivities in the HMA analysis clustered upon 

sequencing with B North American/European HIV-1 isolates in the phylogenetic analysis, 

whereas the F subtypes clustered with F Brazilian HIV-1 isolates. Serologic reactivities of 

IDU’s sera were examined using a panel of synthetic V3 loop peptides representative of the 

different HIV-1 subtypes. No difference in serological reactivity between F and B subtype 

plasma could be observed.  Predominance of HIV-1 subtype B was identified in both study 

groups, whereas subtype F was detected only among IDUs in a frequency lower than 

described for other Brazilian regions.  

 

 

 

key words: HIV-1 subtypes, diversity, Brazil 
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INTRODUCTION 

 

HIV-1 isolates are phylogenetically classified in three groups (M, O and N) [1, 2, 3].     The 

prevalent M group (major group) is classified into at least 10 genetically subtypes designed 

A through J, with distinct distribution in the world.  The existence of these   HIV-1 groups 

and subtypes has many important implications for the global evolution of HIV-1 and future 

immunoprophylaxis programs. 

 

In Brazil, four different clades (B/B’’, F, C and D) and additional recombinant samples 

between subtypes B and F were identified in different geographical areas, most of them 

obtained in the Southeast region (4, 5, 6, 7, 8, 9, 10).  Moreover, Brazilian subtype B 

samples show low levels of amino acid sequence conservation in the V3 loop, with  40% of 

them typically showing the GWGR motif at the crown of the V3 loop, instead of the 

conserved GPGR observed in the North American/European isolates and the HIV-1 

prototypes currently in use for vaccine development (5). In addition, sera from Brazilian 

HIV-1 patients display a lower specific antibody response against V3 loop peptides of 

predominant HIV-1 prototypes circulating in developed countries (11). These genetic 

diversities could have implications for vaccine development, as well as in the pathogenesis, 

disease progression and virus transmission.  

 

Bahia State is responsible for the majority of AIDS cases in the Brazilian Northeast region 

with 3,458 cases reported until February 1999 (12).  Most of them were detected in men 

who have sex with men (MSM), followed by injecting drug users (IDUs), however, an 

increase in the number of cases in heterosexual individuals has been observed in the last 

years (12).   The majority of AIDS cases are concentrated in Salvador City, which is a 

seaside city with 2,500,000 habitants, most of them are of African descent, with a high 

frequency of tourist visits coming from different continents.  Moreover, this city displays 

several sociodemographic characteristics of large African or Haitian cities.  Recent data 

from a cross sectional study from this region showed a seroprevalence of 44.1% of HIV 

infection in IDUs, as well as, a high frequency of HTLV-I/II infection (13, 14). 
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In an attempt to better understand the spectrum of HIV-1 diversity in this region and the 

potential association with transmission route, we analyzed the prevalence of the HIV-1 

subtypes and the spectrum of antigenic diversity in different exposure groups of HIV-1 

infection, using the heteroduplex mobility assay (HMA) and a panel of synthetic peptides 

representative of the different HIV-1 subtypes. 

 

MATERIAL AND METHODS 

 

Patient  Population 

 

Blood samples were obtained from 72 HIV-1 seropositive IDUs from Salvador, Bahia, 

Brazil (Projeto Brasil-Salvador).  The study population, the demographic data and the 

diagnosis of HIV infection were described elsewhere (13, 14).  Another  62 HIV-1 infected 

individuals, belonging to the sexual transmission (ST) group, attended at the Federal 

University of Bahia Hospital, were also included in this study.  The majority of the studied 

subjects were asymptomatic and the serostatus was previously established by commercial 

immunoassay and confirmed by Western blot  (Cambridge Biotech Corp., Worcester, 

USA).  All individuals donated blood voluntarily after informed consent. 

 

DNA Isolation 

 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by Ficoll-Hypaque gradient 

centrifugation and 2 x 106  cells were ressuspended in lysis buffer containing proteinase K 

(Sigma Chem. Co., USA).  After proteinase K digestion, five microliters of this solution 

were directly employed for the PCR reaction. Non-amplifyable samples were further 

submitted to genomic DNA extraction using the Isoquick Nucleic Acid Extraction Kit 

(Microprobe, Garden Grove, USA) according to the manufacturer’s instructions.   Samples 

that were not amplifyable by PCR using this condition were re-extracted using the 

phenol/chloroform method (15). 
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Nested PCR 

 

PCR amplification was carried out as described previously, with minor modifications (16).  

Briefly, 1-2 g of genomic DNA was added to a first round reaction of 50 l containing 50 

mM KCl,  10 mM Tris pH 8.3, 1.5-1.75 mM MgCl2 , 5 pmol of each primer and       0.2 

mM of each dNTP.  Standard reaction conditions were 3 cycles of  97oC for 1 min, 55oC for 

1 min, and 72oC for 2 min, followed by 32 cycles of 95oC for 45 sec, 55oC for     1 min, and 

72oC for 2 min, and a final extension at 72oC for 10 min. Second round reactions  (100 l) 

were formulated and performed in similar conditions  

 

First round PCR primers ED3 and ED14 amplified a 2.0 Kb fragment spanning from the 

first exon of rev to the region of the envelope gene coding for the N-terminal half of the 

transmembrane protein gp41.  Subsequently, three sets of primers (ED5/ED12, ED31/ED33 

and ES7/ES8) were used in the second round PCR to amplify different regions of the viral 

envelope, resulting respectively in the expected 1.3 kb, 500 bp and   700 bp product.  

Subtype reference plasmids were amplified using second round primers and 10 ng of 

plasmids as templates (17). 

 

Heteroduplex Mobility Assay 

 

HIV-1 subtype was determined by HMA as described elsewhere (16).  Incubating in 

annealing conditions 5 l (100-250 ng of DNA) of second round PCR with 5 l of 

homologous product from a subtype reference (A-H).  

 

Each unknown sample was amplified with at least two sets of primers, and subtyped on the 

basis of the higher mobility of the heteroduplexes formed with three reference strains of 

HIV-1 subtypes A to E and two of F to H (17) 

 

Peptides and Peptide ELISA 

 

The amino acid sequence of the different specific HIV-1 subtypes was based on the Los 
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Alamos Database (1). Non-biotinilated  HIV-1 peptides HXB2, MN, SF2, RF (subtype B); 

V3BRcon-CNTRKSIHIGWGRAFYATGE (variant B´´);  ELI, MAL, Z6 (subtype D);  and 

the biotinilated peptides bV3FBR-NTRKSIPLGPGRAFY (Brazilian subtype F); bV3C-

GKSIRIGPGQTFYAT-OH (subtype C), bV3BRW-NTRKSIHMGWGRAFY, bV3BR5-

NTRKSIHLGWGRAFY, bV3Bcons-NTRKSIHIGPGRAFY), were synthesized 

respectively by Chiron (San Diego, CA, USA) and Neosystem Lab. (Strasbourg, France). 

   

The HIV-1 peptide enzyme immunoassay was carried out as described previously (18). 

 A pool of HIV-1 negative sera was used to establish the cut-off value for each plate,       at 

4 SE plus mean of the negative samples.  

 

DNA Sequencing and Phylogenetic Analysis 

 

PCR products corresponding to the env C2-V3 region of gp120 of nine samples were purified 

using a QIAamp PCR purification kit (Qiagen Inc., Norway) according to manufacturer’s 

instructions. Double-stranded PCR fragments were sequenced in both directions using a      

ABI PRISM fluorescent dye-labeled terminator sequencing kit (ABI-Prism Dye Terminator 

Cycler Sequencing Ready Reaction Kit, Perkin Elmer, USA). The primers ED31 (sense) and 

ED33 (antisense) were employed for molecular sequencing .   DNA sequences were generated 

using an automated sequencer (ABI Model  370, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, Connecticut, 

USA).  

 

Nucleotide sequences corresponding to the fragment of 345 pb in the C2V3 env region were 

aligned using CLUSTAL W (19) with minor manual adjustments.  The phylogenetic trees 

using the neighbor-joining method and reliability of the branching orders using bootstrap 

approach were implemented by using CLUSTAL W.  Evolutionary distances were calculated 

with the Kimura’s two-parameter method (20).  A variety of previously determined HIV-1 

sequences were included in this analysis for comparative purposes, and the sequence of 

SIVcpz-gab was used as outgroup.  The HIV-1 envelope sequences from Salvador, Bahia 

described in this study have been deposited in EMBL and the accession numbers are 

assigned from Y18752 to Y18760. 
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RESULTS 

 

Subjects 

 

The majority of the 72 IDUs that participated in the study were male (70,8%), the mean age 

was 30 years (range: 13-57 years).  Most of them are of African descent and estimated 

duration of HIV infection ranged from 6 months to 2 years at the sample collection.      The 

percentage of syringe sharing and length of drug consumption among this group was not 

available.   

 

In the 62 individuals from the ST group, 41 samples were collected during the early   HIV-

1 infection in Salvador (1988/90) and 21 samples during the years of 1995/97.     Most of 

these cases (77,4 %) were among men having sex with men (MSM), the mean age was 35,5 

years (range: 24-48 years), and 14 cases  (22,6%) reported heterosexual transmission. The 

individuals from the first group (1988/90) had been infected for  more than 1 year at the 

time of blood collection and the number of CD4+ cells was not available.  The majority of 

the individuals from the second group (1995/1997) showed a number of  CD4+ cells greater 

than 500 cells/mm3.   In both groups the majority of HIV-1 infected individuals (83,6%) 

was not submitted to any antiretroviral therapy.  The racial origin in this group was not 

available. 

 

PCR and HMA Subtyping 

 

Around 50% of the samples were directly amplified by nested PCR, using the product of 

PBMC digestion.  The rest of the samples, purified using the commercial DNA extraction 

IsoQuick kit or the phenol/chloroform procedure, generated PCR products to perform HMA 

subtyping.  However, 6 specimens from the IDUs and 2 from HIV-1 ST group, were still 

PCR negative and thus not typable by HMA.  

 

Table 1 summarizes the demographic data and the genetic subtypes of HIV-1 characterized 

in the study population.  The genetic HIV-1 subtyping by HMA performed among the IDU 

group showed that 66 samples (91,6%) could be genetically typed by HMA, 59 (89,5%) 
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were identified as subtype B, 2 (3%) as subtype F and 5 (7,5%) showed a B/F profile 

(figure 1a).  

 

In the ST group, 60 HIV-1 samples (96,8%) could be subtyped by HMA.  The majority of 

them (95%) was classified as B subtype, 2 patients (3,4%) showed a B/F and one patient  

(1,6%) a B/C/E profile (figure 1b).  No F subtype was observed in the HIV-1 ST group in 

Salvador, Bahia. These results and sociodemographic information of this group are 

summarized in table 2.                                     

 

Phylogenetic Analysis 

 

Five samples from the IDU group (BA95, BA103, BA104, BA118, BA122) and one from 

the ST group (BA75), showing rapidly migrating heteroduplexes with subtypes B and F, 

one ST sample that had a B/C/E profile (BA23) in the HMA, in addition to the two subtype 

F samples (BA73 and BA94),  were chosen for sequencing of the env C2V3 region. Three 

samples (BA95, BA118 and BA122) clustered with the MN strain in phylogenetic analysis, 

whereas two others (BA103 and BA104) clustered with  “GWGR”  Brazilian subtype B 

samples, although none of them presented the “GWGR” motif at the crown of the V3 loop.  

Two samples from the ST group, showing respectively a B/F (BA75) and B/C/E (BA23) 

HMA profiles, clustered separately in the subtype B group (figure 2). The only two samples 

identified as subtype F in HMA analysis clustered with typical Brazilian F subtype HIV-1 

isolates (figure 2). 

 

HIV-1 Peptide Reactivity 

 

Sera from 72 IDUs were tested for reactivity with biotinilated peptides corresponding to the 

V3 loop sequences of subtype B, subtype F and subtype C and, 45 of these sera were tested 

against non-biotinilated  HIV-1 peptides from subtype B and subtype D.  

 

The biotinilated V3B peptide (65/70 B sera) and the non-biotinilated  MN peptide (39/43 B 

sera) were the most frequently recognized.  Three sera recognized specifically  only one B 
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peptide, two reacted with bV3B and one with BRcon.  No IDU serum was negative with all 

B peptides, however, only two sera were able to react with all B peptides employed in this 

study.  

 

In contrast, the majority of sera (70/72) were negative with peptides derived from African 

subtype D strains.  Extensive cross-reactivity was observed with the F peptide (100%) and 

the C peptide (60%).  The two subtype F sera recognized the bV3FBR peptide as well as 

the majority of the B peptides tested.  
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Table 1.  Demographic data and genetic HMA subtypes of injecting drug users from 

Salvador, Bahia, Brazil. 

 

_______________________________________________________________________ 

                                                                                                         Subtype 

                                                                                   ____________________________ 

Variable                              tested                                    B                   F                B/F 

                                             (n)                                  [n (%)]           [n (%)]        [n (%)] 

_______________________________________________________________________ 

Total                                    66                                  59 (89.5)           2 (3)*         5 (7.5)* 

 

Sex 

M                                         46                                  42 (91.3)              -              4 (8.7) 

F                                          20                                  17 (85)             2 (10)          1 (5) 

 

Age 

<20                                      11                                  11 (100)               -                  - 

20-29                                   21                                  18 (85.7)              -              3 (14.3) 

30-39                                   21                                  17 (80.9)          2 (9.55)       2 (9.55) 

>40                                      10                                  10 (100)               -                  - 

Unknown                              3                                    3  (100)               -                  - 

 

________________________________________________________________________ 

 

* samples selected for C2-V3 env sequencing 
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Table 2.  Demographic data and genetic HMA subtypes of the sexual transmission group 

from Salvador, Bahia, Brazil. 

 

________________________________________________________________________ 

                                                                                                 Subtype 

                                                                       ___________________________________ 

Variable                            tested                           B                F            B/F           B/C/E 

                                           (n)                         [n (%)]       [n (%)]     [n (%)]       [n (%)] 

________________________________________________________________________ 

Total                                   60                          57(95)            -           2(3.4)          1(1.6)* 

 

Sex 

M                                        47                          45(95.8)         -           1(2.1)*         1(2.1) 

F                                         13                          12(92.3)         -           1(7.7)              - 

 

Age 

<20                                      -                                -                -                -                 - 

20-29                                  11                          10(90.9)         -            1(9.1)             - 

30-39                                  21                          19(90.5)         -            1(4.75)       1(4.75) 

>40                                     11                          11(100)          -                -                 - 

Unknown                            17                          17(100)          -                -                 -  

 

CD4+ cell counts (cell/mm3)** 

<200                                    3                           3(100)            -                -                 - 

200<CD4<500                     5                           5(100)            -                -                 - 

>500                                   12                          9(75)              -            2(16.7)       1(8.3) 

Unknown                            40                                -               -                -                 - 

 

Anti-retrovirus terapy 

Yes                                     8                             7(87,5)          -            1(12.5)           - 

No                                      50                           48(96)           -            1(2.0)         1(2.0) 

Unknown                            2                             2(100)           -                -                 -   

________________________________________________________________________ 

 

* samples selected for C2-V3 env sequencing. 

 

** only avaliable for 1995/1997 ST subgroup.  
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FIGURES 

 

 

 

 

 

FIG.1. Molecular characterization of HIV-1 Brazilian subtypes using heteroduplex mobility 

assay (HMA).  (A) HIV-1 sample with B/F HMA profile.  (B) Sample with a  B/C/E profile 

in HMA analysis. 

 

 



136 

 

 

FIG.2. Phylogenetic tree of HIV-1 C2-V3 env sequences from nine Brazilian HIV-1 

subtypes.  Nucleotide sequences and phylogenetic tree were implemented using CLUSTAL 

W19. All Brazilian samples are italicized in bold and the scale bars represent 10% 

divergence.  The Afro-Brazilian HIV-1 envelope sequences from Salvador, Bahia, have 

been deposited in EMBL under accession numbers assigned from Y18752 to Y18760.  
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DISCUSSION 

 

In this paper, the genetic analysis in the main exposure categories of the HIV-1 epidemic in 

Bahia, Northeast Brazil, demonstrates the presence of two HIV-1 subtypes circulating in 

this region, with a clear predominance of subtype B among injecting drug users and 

individuals infected by sexual transmission.   No difference was observed between the two 

ST groups, as only subtype B was observed in the samples collected both in 1988/90 and 

1995/1997.  On the other hand, subtype F was detected only in the IDU group.  Similarly, 

in a previous study conducted with a few samples collected in Salvador, Bahia in the 

beginning of nineties (4), one sample obtained from an IDU individual was initially 

described as A-like, and further characterized as subtype F.   The phylogenetic analysis of 

the B samples from IDU group showed a near relation of theirs genetic structure, probably 

due to the extensive needle sharing occurring in this group.  On the other hand, the two ST 

samples (BA23 and BA75) clustered together in separate branch from those including the 

IDU samples.   

 

Recently, a high prevalence of HIV-1 subtype F was observed in São Paulo (Southeast 

Brazil) regarding the IDUs and their female sexual partners, suggesting a better 

transmissibility of this subtype among this risk group (21).  Although in the present study 

conducted in Bahia, the subtype F was detected only among IDUs, the percentage was very 

low and no significant statistical basis to support correlation between this HIV-1 subtype 

and exposure category or gender.   

 

In general, the frequency of subtype F in Bahia seems to be lower than described for other 

cities in Brazil (5, 6, 21).  No subtype D or C infection was identified in the subjects 

included in our study group as previously detected in Brazil (7, 8).  However, more recent 

data showed the presence of  subtype C in 8 out of 177 samples from different Brazilian 

Northeast states, including Salvador, Bahia (22). 

    

Comparing our present results to those obtained in the AIDS epidemic in Africa, we have 

not observed the presence of multiple HIV-1 subtypes circulating in this African related 
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community in Northeast Brazil, suggesting an original introduction into this area of strains 

derived from North American/European HIV-1 isolates.  However, the permanent contact 

of Brazilian travels with African communities represents an important epidemiological 

factor for the introduction of new HIV-1 subtypes in Brazil.  

 

A recently described study using HMA analysis, described subtype F viruses in the 

Philippines from oversea contract workers, which played an important role in the 

introduction of this subtype in this area (23).  Salvador, Bahia is a seaside city with several 

ports.  Although the prevalence of non-B subtype is lower in comparison with other 

regions, such a route for the introduction of new HIV-1 variants should be considered. 

 

The reactivity of sera from HIV-1 infected IDUs were highest with bV3B and MN 

peptides.  All sera were reactive with the peptide derived from a Brazilian HIV-1              F 

isolate, possibly due to the highly conserved GPGR sequence situated at the top of the  

V3 loop, common to both F and B peptides, described as being the immunodominant part 

of the V3 loop.   

 

The reliability of V3 loop serotyping is highly dependent on the viral diversity within the 

analyzed population. In opposition to results reported in Thailand (24), where the enzyme 

immunoassay with synthetic peptides is highly effective in HIV-1 subtyping, in Bahia-

Brazil, the seroreactivity assay used in this study did not allow distinction between the 

subtype B and subtype F HIV-1 infections.  However, this high serologic cross-reactivity 

observed among the different peptides, indicates the occurrence of common epitopes inter 

and intra the HIV-1 subtypes prevalent in Brazil and, together with data of cross-

neutralizing antibodies among these subtypes (25),  could represent promising data for 

vaccine development.  

 

In conclusion, the genetic variability of HIV-1 could have some implications on 

transmission, disease progression and emphasizing the need of continued epidemiological 

and molecular surveys in Brazil, mainly in areas that were not previously investigated. 

Several epidemiological studies reported the occurrence of different HIV-1 subtypes and 
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recombinant viruses composed of genetic material derived from two genotypes (9, 10). 

Although in our study we have not found combinations between the nine strains sequenced 

within the C2-V3 region of the envelope, further complementary studies analyzing other 

genomic regions will be necessary to assess this issue. 
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O número de sequências genômicas de HIV-1 depositadas no GenBank de Los 

Alamos, tem crescido rapidamente nos últimos anos (Korber e cols., 1998).  Em 

aproximadamente 15% destas sequências, trata-se comprovadamente de genomas 

recombinantes.  A identificação precisa do subtipo genético e de formas recombinantes 

com importância epidemiológica em determinada região, é de fundamental importância 

para futuros testes imunoprofiláticos.   

 

Diante desta realidade, recentemente foram estabelecidos critérios para classificação 

filogenética de novos subtipos genéticos e formas recombinantes (Carr e cols., 1998), o que 

tem levado a um aumento substancial do número de amostras virais que tiveram seus 

genomas sequenciados na sua totalidade (Korber e cols., 1998 - Los Alamos Database). 

   

Como dito anteriormente, existem pelo menos 5 subtipos genéticos circulando no 

Brasil (B/B'', F, C, D e A), além de formas recombinantes.  A grande maioria destas 

amostras foram identificadas utilizando a técnica de HMA e o sequenciamento da região 

C2V3 do envelope viral.  Atualmente, a maioria das amostras brasileiras que tiveram seus 

genomas sequenciados, foram principalmente isolados do subtipo B, alguns do subtipo F e 

poucos do subtipo C (Korber e cols., 1998 - Los Alamos Database).   

 

O programa de AIDS das Nações Unidas (ONUSIDA) estimam que nos próximos 

anos, vírus pertencentes aos subtipos não-B serão os principais responsáveis pelo 

surgimento de novos de casos de AIDS, principalmente nos países em desenvolvimento.  O 

subtipo C será o mais prevalente seguido do subtipo A, E e D (UNAIDS 1997, 1999).  

Estes resultados enfatizam a necessidade de um melhor conhecimento da estrutura 

genômica de isolados virais não-B, presentes no Brasil.   
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Recentemente, nosso grupo isolou um HIV-1 do subtipo D obtido de um paciente 

com quatro clínico característico de rápido progressor residente na cidade do Rio de Janeiro 

(Morgado e cols., 1998).  Buscando obter informações detalhadas sobre a estrutura genética 

deste vírus, conseguimos realizar o sequenciamento molecular de um fragmento genomico 

que compreende todo o gene do envelope e os genes acessórios (vif, vpr, vpu, tat, rev e nef).  

A análise detalhada da estrutura genética deste vírus, bem como da sua sequencia deduzida 

de aminoácidos encontram-se detalhadas no documento 5.  

 

 

 

DOCUMENTO No 5 

 

HUMAN IMMUNODEFICIENCY VIRUS TYPE 1 SUBTYPE D 

IDENTIFIED IN RIO DE JANEIRO, BRAZIL: SEQUENCE ANALYSIS OF 

A 5,500 BP FRAGMENT FROM VIF TO NEF GENES. 

Couto-Fernandez, J.C.; Montavon, C.; Guimarães, M.L.; Grinsztejn, B.; 

Delaporte, E., Peeters, M. and Morgado, M.G.:  AIDS Research and Human 

Retroviruses, 2006 Feb;22(2):207-11. 
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ABSTRACT 

 

HIV-1 Subtype D occurs mainly in East and Central African countries, especially Uganda, 

where the prevalence of HIV-1 infection is among the highest in the world. We present the 

phylogenetic analysis of one non-autochthonous and four autochthonous (including a near 

full-length genome) Brazilian HIV-1 subtype D strains identified in Rio de Janeiro State, 

where subtypes B, F1 and BF1 recombinants predominate. Phylogenetic inferences using 

maximum likelihood were applied on a near-full length genome and on concatenated gag, 

protease, reverse transcriptase, integrase, C2V3/env, gp41 and nef segments.  Sequences  

from the Angolan immigrant showed close genetic similarity with a strain described in 

Finland, from an HIV patient with African origin, whereas all four autochthonous Brazilian 

sequences clustered with South African strains, where subtype D occurs only in isolated 

cases. Our results suggest the successful introduction and circulation in Brazil of closely 

related HIV-1 subtype D strains, possibly of South African origin. 

 

Sequence Note 

 

Phylogenetic analyses of globally circulating HIV-1 strains provide evidence of an 

extraordinary degree of genetic diversity leading to classification into distinct viral 

lineages, termed groups, subtypes and subsubtypes.1  Groups refer to the distinct HIV-1 

lineages M (main), N (non-M/non-O), and O (outlier). Group M viruses have spread 

globally and designated in nine subtypes (A-D, F-H, J and K) and at least 16 intersubtype 

mosaic genomes, named circulating recombinant forms (CRFs), have been described.1  

 

In Brazil, molecular epidemiology studies on HIV-1 diversity have shown an epidemic 

driven mainly by 3 group M subtypes: B, C, and subsubtype F1.2,3  Subtypes B and, in a 

smaller proportion, F1 are the prevalent lineages since the early years of the epidemic, 

whereas subtype C is emerging as a major variety in Brazil’s southernmost States over the 

last years. Additionally, a BBR lineage of subtype B, harboring the GWGR crown motif in 

the V3 loop2,3 and a complex of BF1 intersubtype mosaic strains,4 are prominent molecular 

features of the AIDS epidemic in Brazil.  Isolated cases of other subtypes, such as subtype 
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D,2,3 subtype A1,5 as well as BC3 and CRF02_AG6 recombinant forms have also been 

reported. Although the pattern of HIV-1 subtype distribution in Brazil is relatively well 

established, few Brazilian subtype B and non-subtype B HIV-1 full-length sequences are 

available as yet. 

 

We report the results of a phylogenetic analysis of 5 Brazilian subtype D strains recovered 

in Rio de Janeiro State, in southeastern Brazil, between 1996 and 2005. In 1998, our group 

reported the identification of a HIV-1 subtype D strain (96BRRJ100) analyzing the 

envelope sequence2 from a 36-year-old male infected patient on CDC stage C3.  

Subsequently, we expanded the genetic characterization of this sample to gag p17, gp41 

and nef genomic regions.3  Now we present the near full-length genome sequence of this 

previously reported strain, in addition to sequences of  HIV-1 genomic regions of four 

additional cases of subtype D.  One non-autochthonous strain (98BRRJ045) was recovered 

from an Angolan immigrant, whose envelope and nef sequences were reported in 2002.3 

Two autochthonous cases were identified in the context of the Brazilian Network of HIV-1 

Genotyping (Renageno) from patients failing antiretroviral therapy: patient 04BRRJ135, a 

35-year-old male inhabitant of the city of Rio de Janeiro, whose sample was recovered in 

2004, and patient 05BRRJ095, a 35 year-old man, whose sample was collected in 2005 in a 

northern municipal district of Rio de Janeiro state. Both individuals were on CDC stage A2. 

An additional autochthonous case (patient 04BRSAP19), a 39-year-old male inhabitant of 

the small county of Santo Antônio de Pádua who was in CDC stage A3, was identified in 

2004 as part of an ongoing study on the features of HIV-1 infection in small counties of the 

Rio de Janeiro State. None of the autochthonous cases had history of travel to Africa.  

 

After signed informed consent, blood samples were collected, total genomic DNA was 

extracted and DNA samples were PCR-amplified by nested protocols.  The near full-length 

genome of sample 96BRRJ100 (7700 nucleotides, corresponding to HXB2 positions 900 -

2,043; 2,253-3,548 and 4,217-9,487) was sequenced as previously described.7  The 4 

remaining Brazilian subtype D strains were sequenced in gag, protease, reverse 

transcriptase, integrase, C2V3/env, gp41, and nef genomic regions by using in-house 

protocols (cycling conditions and primers are available on request). Sequencing reactions 
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were performed with the ABI BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Reaction Kit and 

processed in an automated ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, US). 

Chromatogram sequencing files were inspected with Chromas 1.45 (Technelysium Ltd., 

Queensland, Australia) and HIV-1 sequences assembled by using SeqMan II, included in 

the DNASTAR software package (Madison, Wis.).  Sequences were deposited on the 

GenBank database under the accession numbers DQ141202-DQ141210 and DQ138968-

DQ138984. 

 

As a subtyping analysis, 96BRRJ100 near full-length genome (Figure 1A) and partial 

genomic regions from the other 4 Brazilian subtype D strains (trees not shown) were 

aligned against a set of reference sequences from all known group M subtypes gathered 

from the Los Alamos HIV Database (http://hiv-web.lanl.gov/). Alignments were trimmed 

to equivalent lengths by using CLUSTAL X.  Gap-stripping and minor adjustments were 

performed using the Bioedit version 5.09.  All phylogenetic inferences reported in this 

study were performed by applying the neighbor-joining (NJ) algorithm and the maximum 

likelihood (ML) optimality criterium implemented in PAUP* version 4.0b10 

(http://paup.csit.fsu.edu/).  Robustness of the trees was evaluated by bootstrap analysis with 

1000 rounds of replication. The nucleotide substitution models best fitting each dataset 

were selected by applying the hierarchical likelihood ratio test strategy implemented in the 

MODELTEST version 3.06 program (http://darwin.uvigo.es/). All Brazilian query 

sequences clearly fell within the subtype D branch. 

 

To further analyze the phylogenetic relationships of the 5 Brazilian strains within a set of 

available subtype D reference sequences, partial genomic regions of gag, protease, reverse 

transcriptase, integrase, C2V3/env, gp41 and nef segments were concatenated and aligned 

against a set of 43 subtype D reference sequences (from 9 countries) available in full or 

near full-length genome in the Los Alamos HIV Database, using 2 subtype C sequences as 

outgroups (strains ETH2220 and 92BR025). The concatenated alignment had a total length 

of 3,902 base pairs (bp) and included a 756  bp fragment of gag (corresponding to HXB2 

positions 1,259-2,011), a 974 bp fragment of polymerase (HXB2 2,268-3,241 

encompassing protease codons 6-99 and reverse transcriptase codons 1-230), a 691 bp 
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fragment of integrase (HXB2 4,230-4,920), a 538 bp fragment of C2V3/env (HXB2 6,826-

7,369), a 520 bp fragment of gp41 (HXB2 7,715-8,234), and a 423 bp fragment of nef 

(HXB2 8,771-9,190). By applying the hierarchical likelihood ratio test strategy 

implemented in the MODELTEST version 3.06 program, we found the general time 

reversible model with gamma-distributed rates across sites and a fraction of sites assumed 

to be invariable (GTR+I+G) to be the best fitting nucleotide substitution model for the 

concatenated dataset. The parameters of the chosen model are indicated in the legend to 

Figure 1. We found no evidence of hypermutation in the concatenated dataset when 

sequence CD83ELI (GenBank accession no. K02454) was used as the reference strain in 

the HYPERMUT program (available from the Los Alamos website). The presence of 

nucleotide substitution saturation at different codon positions was analyzed by plotting the 

transitions and transversions versus the F84 model of substitution by using the DAMBE 

software (http://aix1.uottawa.ca/~xxia/software/software.htm).  No nucleotide substitution 

saturation could be observed on inspection of the plots.  This indicates that the 

concatenated dataset was phylogenetically informative. MEGA version 2.1 

(http://www.megasoftware.net/) was used to estimate pairwise distances using the Kimura 

2-parameter model. 

 

Phylogenetic analysis of the concatenated dataset demonstrated that all 4 autochthonous 

Brazilian subtype D strains cluster with sequences recovered in South Africa (Figure 1B), a 

country where, interestingly, this lineage occurs only in isolated cases.9,10,11  South African 

and autochthonous Brazilian sequences cluster with 100 bootstrap support and also seem to 

share a relatively recent common ancestor with strains from the Democratic Republic of 

Congo and, more distantly, Chad and Cameroon, countries where the AIDS epidemic is 

characterized by a high degree of genetic diversity. In contrast, subtype D strains recovered 

in Eastern African countries (Uganda, Tanzania and Kenya) seem to be relatively more 

diverse and cluster in a separate group with a bootstrap support of 99.  We also performed 

extensive phylogenetic analyses including partial genomic subtype D sequences from a 

total of 30 countries (deposited in the Los Alamos HIV Database as of June 2005). None of 

them clustered with the Brazilian-South African group (trees not shown).  In contrast, 5 

additional South African envelope sequences (85ZA500, 85ZA501, 85ZA505, 85ZA506, 

http://aix1.uottawa.ca/~xxia/software/software.htm
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and 85ZA507) also clustered with the Brazilian-South African group with significant 

bootstrap support (tree not shown). The phylogenetic relationship between Brazilian and 

South African strains was also demonstrated by using between-group (by country) 

nucleotide distance comparisons. The overall nucleotide distance for the concatenated 

subtype D dataset was 7.9 %, whereas the nucleotide distances between the Brazilian 

autochthonous group and South African and Ugandan groups were found to be 7.3% and 

8.9 %, respectively. The smallest pairwise nucleotide distance in the concatenated dataset 

was found between strains 96BRRJ100 and 05BRRJ095 (3.7%).  In fact, these 2 strains 

cluster with 100 bootstrap support in the concatenated study (Figure 1B). 

 

The non-autochthonous strain 98BRRJ045 did not cluster with any sequence included in 

the concatenated dataset. However, analyses of partial genomic regions found an 

unexpected relationship with a strain FI93178 recovered in 1993 from a Finland patient 

infected in Africa.11 Unfortunately, the specific country of infection was not recorded.  In 

the phylogenetic analysis of a concatenated C2V3/env-gp41 dataset, strain FI93178 was 

found to cluster with the Brazilian non-autochthonous strain with a bootstrap support of 99 

(Figure 1C). This implies that the Brazilian non-autochthonous strain and sequence 

FI93178 share a relatively recent common ancestor and raises the hypothesis that this 

patient might have been infected in Angola.  Unfortunately, very few HIV-1 sequences 

from Angola are so far available. 

 

HIV-1 Subtype D occurs mainly in East and Central African countries, especially Uganda, 

where the prevalence of HIV-1 infection is among the highest in the world and where 

subtype A and AD recombinants are also prevalent.12,13  Subtype D infections have also 

been reported as non-majoritarian lineages in southern and western Africa.14,15   In South 

Africa the AIDS epidemic is driven mainly by subtype C among the heterosexual 

population, with a smaller proportion of subtype B infections among homosexual men.16,17  

It is interesting to note that the South African subtype D sequences used in the present 

analyses were recovered in the 1980s, in what seemed to be a restricted subtype D epidemic 

in that country.10 
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Phylogenetic analysis of HIV-1 sequences has proven to be invaluable to trace global 

patterns of viral spread. However, these studies should be interpreted with the 

understanding that appropriate control sequences are needed both quantitatively and 

qualitatively.  However, the present Brazilian subtype D dataset could only be compared 

with strains deposited on public databases. Bearing this in mind, the striking genetic 

similarity of South African and autochthonous Brazilian subtype D strains may indicate the 

introduction in Brazil of closely related strains, possibly of South African origin. The 

finding of this subtype in 3 different cities of Rio de Janeiro State and the close genetic 

resemblance between sequences 96BRRJ100 and 05BRRJ095, sampled in different cities, 9 

years apart, reinforces the hypothesis that this variant has been successfully introduced and 

is circulating as a minor lineage, at least in southeastern Brazil.  So far, there is no evidence 

of a subtype D epidemic spread in the country.  However, continued monitoring is 

necessary since the introduction of additional non-B subtypes may provide a venue for 

rapid spread, allow the generation of novel recombinant forms, and the emergence of 

variants with altered biological, epidemiological and immunological properties. A changing 

molecular epidemiology profile may have important consequences on diagnostic testing, 

therapeutic response to treatment and vaccine design.  
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Legend to Figure 1 

   

(A) Maximum likelihood phylogenetic analysis places the near-full length 

96BRRJ100 genome within the subtype D branch. Alignments were prepared with 

reference group M sequences gathered from the Los Alamos HIV database. Tree 

was constructed by using the GTR+I+G model of nucleotide substitution. The 

robustness of the tree was evaluated by bootstrap analysis with 1000 rounds of 

replication. (B) Maximum likelihood phylogenetic analysis of the concatenated 

gag, protease, reverse transcriptase, integrase, C2V3/env, gp41 and nef segments of 

5 Brazilian subtype D strains, aligned against a set of 43 subtype D sequences and 

using 2 subtype C sequences as outgroup. Tree was constructed by using the 

GTR+I+G model. The parameters of the model were as follows: equilibrium 

nucleotide frequencies, ƒA= 0,3802, ƒC= 0,1731, ƒG= 0,2211, ƒT=0,2256 R matrix 

values, RA<->C= 1,9169, RA<->G= 4,5312, RA<->T= 0,8117, RC<->G= 1,2073, RC<->T= 

6,6478, RG<->T=1. The proportion of invariable sites within the dataset was 31.75%. 

The shape parameter of the gamma distribution used for the reconstruction of the 

ML tree was 0.7122. The robustness of the trees was evaluated by bootstrap 

analysis with 1000 rounds of replication.  (C) Maximum likelihood analysis of a 

concatenated C2V3/env-gp41 dataset demonstrates close phylogenetic relationship 

between Brazilian non-autochthonous subtype D strain 98BRRJ045 and FI93178 

from Finland (underlined).  Tree was constructed by using the transversion model 

with gamma-distributed rates across sites and a fraction of sites assumed to be 

invariable (TVM+I+G). Brazilian subtype D sequences are boxed.  Numbers at the 

nodes indicate the percentage of bootstrap values with which the adjacent cluster is 

supported. Branch lengths are drawn to scale. The scale bar represents 0.10 

nucleotide substitution per site. 

 

 

 

 



153 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1A 

 

 

0.1

92BR025

BW07621

BEVI991

BEVI997

SE7887SE7022

BYBL006

KER2008

CM0074NY

CM0131NY

F1BEVI850

F1BZ126

CDEQTB11

ELI

96BRRJ100 

0.1

92BR025

BW07621

BEVI991

BEVI997

SE7887SE7022

BYBL006

KER2008

CM0074NY

CM0131NY

F1BEVI850

F1BZ126

CDEQTB11

ELI

96BRRJ100 

100

CMMP535
86GB8

UG57131
AU1182

D

C

BK

F1

G

A1

J

H

100

100

100

100

100

98

100

100

100

100
100

 



154 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1B 
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Figure 1C 
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A diversidade do fenótipo do viral tem um importante papel na patogenia da 

infecção pelo HIV-1.  Normalmente, isolados obtidos de pacientes na fase inicial da 

infecção, se replicam lentamente em culturas celulares, mostrando tropismo preferencial 

por células macrofágicas (M-trópico) e sem a cacidade de induzir sincício em linhagens 

linfocíticas (NSI).   Durante o curso da infecção, ocorre o surgimento de variantes com 

capacidade replicativa aumentada, mostrando tropismo para  linhagens de células T (T-

trópico), e com capacidade de indução de sincício em linhagens celulares (SI).  A transição 

do fenótipo M-trópico para T-trópico in vivo, e o surgimento de variantes SI, coincidem 

com  uma acelerada queda dos níveis de células CD4+ e uma rápida progressão para AIDS.  

Com isso, o conhecimento das bases moleculares envolvidas na  transição do fenótipo viral, 

constituem elemento fundamental para a elaboração de uma vacina terapêutica que 

bloqueie o surgimento destas variantes SI.  

 

As seqüências contidas no domínio hipervariável V3 da gp120, tem demonstrado 

ser o principal determinante da capacidade indutora de sincício do HIV-1 (De Jong e cols., 

1992; Fouchier e cols., 1992).  Mais recentemente, foi demostrado que a presença de 

aminoácidos básicos em posições específicas nesta região, seriam determinantes do 

fenótipo SI, principalmente pelo acúmulo de cargas positiva em sua estrutura (Milich e 

cols., 1993). 

 

Baseado nestas evidências, e na tentativa de identificar o perfil de substituições que 

estariam relacionados à indução do fenótipo SI nas amostras Brasileiras, realizamos a 

estruturação molecular das diferentes seqüências da região V3.  Uma análise espacial da 

distribuição de cargas positivas e negativas nesta região, foi realizada no sentido de 
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verificar a influência do acúmulo de cargas, como elemento favorecedor da ligação seletiva 

do V3 aos co-receptores.   

 

Os resultados desta meta-análise, a construção das imagens e distribuição de cargas 

ao longo do domínio V3 nas amostras NSI e SI, encontram-se sumarizadas no documento 

6.    
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INTRODUCTION 

 

HIV-1 biological phenotype diversity plays an important role in the pathogenesis of 

AIDS (J Goudsmit et al. 1995).  In early asymptomatic HIV-1 infection, slowly replicating 

macrophage-tropic (M-tropic) isolates that use the CCR5 coreceptor to infect CD4 cells (R5 

strains), are predominant (H Schuitemaker et al. 1992, T Zhu et al. 1993, G Alkhatib et al. 

1996).  During the course of HIV-1 infection, highly replicating T lymphocyte-tropic (T-

tropic) isolates, that use preferentially the CXCR4 coreceptor to the cell entry (X4 strains), 

emerges.  In addition, X4 HIV-1 isolates normally show a higher syncytium inducer (SI) 

capacity in vitro than R5 isolates.  The transition from M-tropic to the T-tropic phenotype 

in vivo coincides with a drastic CD4+ T cell decline and a more rapid progression to AIDS 

(RI Connor et al. 1994, 1997).  Actually, the change of the viral phenotype followed by the 

switch in co-receptor usage, has been suggested as a fundamental event in the follow-up of 

AIDS progression (S Glushakova et al. 1997).    In this context, the understanding of the 

molecular basis involved in the transition of the viral phenotype may have important 

implications in the design of therapeutic vaccines, destined to potentially block the 

emergence of highly pathogenic HIV-1 variants . 

  

 

Many studies have addressed the V3 domain of HIV-1 gp120 as a major 

determinant of viral phenotype and involvement in determining HIV-1 coreceptor usage (JJ 

De Jong et al. 1992, RA Fouchier et al. 1992, JP Moore et al. 1998).  The V3 region from 

T-tropic variants showing SI capacity, has increased sequence diversity in addition to the 

basic amino acid substitutions when compared to HIV-1 M-tropic isolates that don't induce 

syncytia in T cell lines (NSI) [B Chesebro et al. 1992, L Milich et al. 1993].                       

In addition, certain substitutions of basic amino acids in the V3 envelope region have 

shown to be associated with changes in the switch of the viral phenotype, and a decrease of 

the HIV-1 capacity to replicate in macrophages (RA Fouchier et al. 1995, D Bhattacharyya 

et al. 1996).   
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In order to evaluate the molecular diversity of Brazilian HIV-1 isolates displaying 

different phenotypes/tropism, and the implications of charged amino acid substitutions in 

the V3 region as predictor of the viral phenotype and SI capacity, we analyzed the patterns 

of amino acid diversity of M-tropic and T-tropic V3 sequences from different   HIV-1 

subtype isolates.  The presumed distribution of spatial charges, the percentage of basic 

amino acids and the isoelectric point of the V3 region sequences and their implications in 

the inducing viral phenotype are discussed.   

 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Source of V3 sequences - Forty-two Brazilian V3 envelope sequences and the 

corresponding biological phenotype obtained from different HIV-1 subtypes used in this 

analysis, were selected from the data published by Couto-Fernandez et al. (1994, 1999), 

Brazilian Network for HIV-1 isolation and characterization (2000) and from the HIV-1 

sequence data base from Los Alamos (B Korber et al. 1998 – Los Alamos Database). 

Six envelope sequences were obtained from HIV-1 positive individuals from different 

regions at the early (1987-1989) AIDS epidemic in Brazil (JC Couto-Fernandez et al. 

1994).  The others 9 samples were obtained more recently (1995-1997) from individuals 

showing different source of HIV-1 infection in Northeast Brazil (JC Couto-Fernandez et al. 

1999). Moreover, 23 new V3 sequences were obtained by the Brazilian Network for HIV-1 

Isolation and Characterization from HIV positive individuals selected in three sites for 

HIV-1 vaccines (São Paulo, Rio de Janeiro and Belo Horizonte). The remaining 4 

sequences were obtained from a compilation of the V3 amino acid sequences from 

Brazilian HIV-1 isolates in sequence database (B Korber et al. 1998).    

 

In all references of the V3 region alignment (figure 1), the N-terminal cysteine is 

referred to as position 1 and amino acids are numbered consecutively through the C-

terminal cysteine which is numbered 35. 
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Determination of V3 sequence variability - In order to correlate the pattern of amino acid 

sequence variability within the V3 region that could characterize the viruses T-tropic and 

M-tropic, we compared directly the frequency of different amino acid substitutions at 

specific positions within the two groups of sequences. In our analysis, the criteria to 

consider an isolate as a potentially T-tropic with SI capacity, were the presence of one or 

more non-conservative basic amino acid substitutions at positions 11, 13, 19, 23, 24, and 32 

and a change at position 25 substituting an acidic amino acid by a neutral or basic amino 

acid (L Milich et al. 1997)  On the other hand, V3 sequences that do not have these features 

are considered to be NSI strains.  A consensus sequence was derived for each HIV-1 

subtype and the percentage of sequence variability was calculated by using CLUSTAL W 

(J Thompson et al. 1994). 

 

 

Hierarchical cluster analysis and Molecular Modeling - The statistical correlation between 

biological activity and the physical protein properties such as isoelectric point, total charge 

and the percentage of basic amino acids were determinated by a multivariate chemometric 

analysis by using the Peptide Comparition Software (Arthur plus 7 package programs, 

USA).  The phylogenetic relationship between the different HIV-1 sequences and the 

relative distances between the samples were calculated by using The Distan & Hier 

Program.  The builds of cluster (phylogenetic) trees were implemented using the Hier 

Program.  The presumable distribution of charges in function of the 35 amino acids that 

form the V3 region of M-tropic/T-tropic Brazilian HIV-1 strains, were analyzed using the 

WebLab ViewerLite Program, version 3.10  (Molecular Simulation Inc, USA).  The model 

of the V3 structures was based on homology modeling using the Swiss-PDB Viewer 

Program, version 3.1 (Glaxo Wellcome Inc., UK). 
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RESULTS 

 

Analysis of the V3 region diversity - Analyzing our results in comparison with V3 

sequences deposed in the Los Alamos sequence Database, we identify in Brazilian HIV-1 

isolates the majority of amino acid substitution described occurring in the V3 envelope 

region.  The results of this analysis are summarized in figure 1, listed for significant amino 

acid changes in relation to consensus sequences of the different HIV-1 subtypes.  

 

Positions 11 and 13 appears to play a central role in V3 variability, although the 

nature of that role is unknown. The basic amino acid substitution S11R was observed in a 

SI isolate (P4) and S11D in a NSI isolate (RJ017).  The isoleucine 12 was highly 

conserved, only one SI isolate (P4) showed substitution for methionine.  The 13 position is 

the only one that has substitutions present in both phenotype categories.  The substitution 

H13Y associated to the SI behavior was not observed in all Brazilian HIV-1 samples.  

The substitutions H13N and H13P associated to the NSI phenotype was detected in 3 

samples not phenotyped and 2 NSI-like strains.  Additional substitutions of the H13 for T, 

S and Q were detected, not showing correlation with viral phenotype.  HIV-1 samples 

collected in Bahia were the more polimorphic samples at this position, followed by B’’ 

isolates.  

 

The highly conserved residues at the tip of the V3 loop G15, P16, G17 and R18 

represent the most important residues in forming the characteristic S-shaped turn structure 

of the loop (JB Ghiara et al. 1994).  The glycines at positions 15 and 17 were highly 

conserved in all Brazilian HIV-1 isolates analyzed.  On the other hand, at position 16 we 

detected the substitution of P16F in three isolates (P6, P8 e RJ012) and P16M in one 

isolate (P6).   

 

The role of F20Y/V substitution in contributing to the SI phenotype has been 

demonstrated using a recombinant virus (B Chesebro et al. 1996).  These substitutions were 

verified in only two T-cell adapted R5C4 strains with SI capacity (P4 e P9).  

The substitution T23A related to the SI phenotype was not observed in Brazilian 
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samples.  One SI isolate (RJ012) showed the substitution T23I, and T23S in a NSI 

isolate (MG003). The recent description that substitution of threonine for the polar amino 

acid asparagine at position 23 could lead to a concentration of positive charges as promoter 

of the SI phenotype (F Venier et al. 1999), was observed in two subtype B’’ SI-isolates 

(RJ009 e RJ010). On fact, the analysis of spatial distribution of charges of the isolates that 

showed these same substitution patterns, clearly show a significant concentration of 

positive charges in this point (figure 2 a).   

 

The glycine 24 was highly conserved in V3 sequences, one non-phenotyped isolate 

(Ba 103) showed the substitution G24E, predictive of SI phenotype and a basic amino 

acid substitution G24R was detected in a SI isolate (P9).  

 

The acid residue E25, where substitutions to neutral or basic amino acids have a 

central role in determining viral tropism (JJ De Jong et al. 1992), and the emergence of SI 

viruses during the course of HIV-1 infection (RA Fouchier et al. 1992, D Bhattacharyya et 

al. 1996), was shown to be relatively conserved in the Brazilian HIV-1 isolates.  The 

presence of  acid glutamic (E) and aspartic (D) amino acids, have shown correlation with 

viruses that preferentially use the CCR5 co-receptor for infection (F Verrier et al. 1999).  

On the other hand, the presence of positively charge amino acid arginine (R), lysine (K) 

and the polar glutamine (Q), have been shown to display a strict correlation with the use of 

CXCR4 co-receptor for infection (B Korber et al. 1994, M Cornelissen et al. 1995).  

 

In our analysis, among the 24 Brazilian HIV-1 isolates from subtype B biologically 

characterized, 21 have the acidic residues E (16) or D (5) at position 25.  Of these, 12   

HIV-1 samples (49,5%) showed the NSI phenotype and only two SI samples presented the 

basic substitution E25K (P9) and polar substitution E25Q  (RJ004).  Among the 

subtype F isolates, 3 out of 4 phenotyped samples showed the NSI profile.  The substitution 

E25N was observed in one subtype B NSI isolate (RJ011), one subtype F SI (RJ003) and 

the subtype C NSI isolate (SP006), confirming previous results that the amino acid 

substitution of this residue alone was not capable to determinate the viral phenotype          

(L Milich et al. 1997).   
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Similarly to that occurring at position 25, a neutralization of negative charges was 

observed in function of the substitution D29N (F Venier et al. 1999). This event was 

verified in 6 subtype B samples and one from subtype F (RJ003).  Among them, 3 subtype 

B and one subtype F isolate showed the SI profile (RJ002, RJ009, RJ010 e RJ003). The 

analysis of spatial distribution of charges of the subtype F isolate that presented these same 

substitution pattern, clearly shows a significant concentration of positive charges in this 

point (figure VI). In addition, another SI subtype B isolate showed the basic substitution 

D29K (RJ004).  

   

The glutamine at position 32 was relatively conserved between the subtype B 

isolates, only two samples showed the substitutions Q32K (P4) and Q32L (RJ002).  

Among the HIV-1 subtype F, one isolate (RJ003), displayed an unique substitution of K32 

for leucine (Los Alamos Database, 1998). The substitution H34Y was observed in the 

same subtype F isolate (RJ003) and in 6 HIV-1 subtype B.            

 

Hierarchical cluster analysis of protein parameters - The percentage of basic amino 

acids in the V3 region of the different HIV-1 Brazilian isolates, varied between 11,76% and 

22,85%.  The isolates obtained in the early AIDS epidemic (JC Couto-Fernandez et al. 

1992, 1994), that were submitted to multiple passage in lymphoblastoids cells, showed the 

higher values (mean 21,17%) and, samples recently isolated by the Brazilian Network for 

HIV-1 Isolation and Characterization (1999), the smaller values (mean 15, 33%).  No 

correlation was observed between this parameter and genetic subtypes, biological 

characteristics or geographical distribution. Although we analyzed a limited number of non-

B isolates, we did not observe significant differences in the percentage of basic amino acids 

among B isolates and the others non-B HIV-1 subtypes. These values were similar also 

between SI-like isolates and NSI-like isolates.   

 

The hierarchical cluster analyzes performed in the HIV-1 samples showed stricted 

phylogenetic relationship with respect to this parameter.  Twenty-nine (92,8%) out of 42 

samples, showed maximum values of similarity concerning the percentage of basic amino 

acids (figure II).  The others 13 samples were segregated in three branches were the values 
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of similarity varied between 58% to 80% .  

 

No correlation was observed between HIV-1 subtype, phenotype or geographical 

distribution and the isoelectric point of the V3 region of the Brazilian isolates.  A strict 

range of pI values was observed (8,86 to 11,35 ?), however,  the hierarchical dendogram 

scaling determined considerable levels of diversity, where 17 out 42 samples have shown 

100% of similarity.  The others samples were segregated in seven branches varing the 

values of similarities from 45% to 95% (figure III). 

 

No significant differences were observed in the value of total charges along the 35 

amino acid that constitute the HIV-1 V3 region (data not shown). 

 

Molecular modeling of V3 region - The molecular model structure established through the 

amino acid composition of  V3 region from Brazilian HIV-1 isolates did not show any 

significant changes in their structure conformation (figure IV), in comparison with the 

structure consensus previously determined by Kwong et al. 1998. No differences were 

observed in the structure of the different HIV-1 subtypes or SI/NSI-like isolates (figure V).  

Apparently, the amino acid diversity of the V3 region was not capable, for itself, to 

promote substantial turns in their conformational structure.  

  

Even the B´´ isolates, that present a drastic substitution of the conserved proline 16 at the 

top of V3 loop for tryptophan (fig. RJ009), and some isolates that presented multiple 

substitutions at specific positions (fig. RJ003), did not promot substantial conformational 

changes in the V3 structure (fig. 3).  

 

On the other hand, when we analyzed the distribution of the positive charges in the 

V3 structure, a substantial concentration of these charges was observed in T lymphocyte-

tropic, SI isolates, in comparison with macrophage-tropic, NSI isolates (fig. SI/NSI 

isolates).  Although no differences were observed in the total positive charges among the 

different NSI/SI-like isolates, there is a clear point concentration of these charges, in 

specific regions of the V3, that could be attributed to basic and/or neutral substitutions at 
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specific points. 

 

A loss of positive charges was detected in the 3´ extremity of the V3 protein, promoted by 

substitutions of a basic amino acid for a polar and/or hydrophobic amino acid in the 

positions 25 and 29.  However, this loss of charge was not predictive of a given HIV-1 

phenotype. 

 

 

DISCUSSION 

 

The V3 region of HIV-1 envelope has been identified as a primary target of 

neutralizing antibodies in X4 and R5X4 HIV-1 strains (T Vogel et al. 1994; TC Vancott et 

al. 1995).  The potential benefit of using V3 as a vaccine target was demonstrated through 

the use of an anti-V3 monoclonal antibody to block or lower infection in animals infected 

with culture-adapted HIV-1 isolates (EA Emini et al. 1992; AJ Conley et al. 1996).  In this 

context knowledge of the underlying patterns of V3 variability should allow for an 

improved design of V3 peptides immunogens. 

 

Among the HIV-1 Brazilian isolates, three substitutions in V3 sequences were 

frequently associated with the NSI phenotype: N5S, K10R and H13T.  The 

maintenance of acid residues at position 25 was also associated with viral NSI 

characteristics.  These observations were recentilly confirmed by F Kajumo et al. (2000), 

suggesting the involvement of the tyrosine residues in CCR5/gp120 binding.  On the other 

hand, six substitution patterns were frequently observed in T-tropic viruses with the SI 

capacity: S11G, F20Y/V, T23N, D/E25K, D29N and H34Y.  Confirming 

previous results (L Milich et al. 1993), the analysis of V3 Brazilian sequences shows that 

certain substitutions are highly associated with the presence or absence of the basic amino 

acid at position 11 and 25.  However, these same basic substitutions in other positions were 

not correlated with the virus phenotype.  Positions 13, 20, 22, 25 and 29 showed dramatic 

increases in variability in SI and NSI-like HIV-1 isolates, mainly in T-cell adapted isolates 

(JC Couto-Fernandez et al. 1994). 
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In case of the substitution D29N, the neutral amino acid asparagine can lead to 

different charge patterns due to its composition, depending on which rotamer is set this 

region became basic. In others words, when the ramification NH2 becomes free of  

hydrogen bonds.   

 

These patterns of substitution do not provide by themselves an answer to the nature 

of the SI switch, and in fact only a fraction are unique to either data set and none is present 

as a unique change in all of the sequences in V3 sequences data set.  The fact that the 

changes are to a large extent specific suggest that the SI state of V3 region is a specific 

structure in some way distinct from the NSI state, although we did not observe any strutural 

changes between M-tropic and T-tropic HIV-1 isolates.   

 

Finally, the complex nature of coreceptor choice and its impact on the variability 

seen in cell tropism, is also likely to contribute to the complexity of the patterns of 

sequence variability in V3 region.  
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Figure I . The V3 loop amino acid sequences of R5, X4 and R5X4 viruses of Brazilian 

HIV-1.  Letters in parentheses indicate the genetic subtype of HIV-1 (Korber et al. 1999).  

The V3 sequences were aligned to the consensus V3 of HIV-1 subtype B.  Dots represent 

amino acid identities and dashes represent gaps in the sequences.  HIV-1 isolates 

represented by  P were obtained in the early AIDS epidemic in Brazil (1987-89), 92BR 

correspond to isolates collected by the UNAIDS Network for HIV-1 isolation and 

characterisation (1992) and sequences named RJ, SP and MG were collected by the 

Brazilian Network for HIV-1 isolation and characterisation (1995-1997).  The Genbank 

accession numbers of Brazilian HIV-1 sequences is available in the respectively original 

papers (JC Couto-Fernandez et al. 1994; UNAIDS 1994; BNIC 2000).  
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Figura IV. Structure conformation of envelope V3 loop of HIV-1 Brazilian subtypes.  The 

colors are indicative of each amino acid position.  The replacement of the proline 16 for 

methionine (P6) or tryptophan (RJ006) are represented on the top of each figure.  HIV-1 

subtype of each isolate is indicated in the parenthesis. 
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4. DISCUSSÃO  

 

Buscando melhor conhecer o espectro da diversidade do HIV-1 no Brasil, realizamos 

neste estudo o isolamento viral e a caracterização fenotípica, genotípica e antigênica de 

amostras de HIV-1 circulantes em diferentes regiões geográficas do país, em diferentes 

momentos da epidemia de AIDS no Brasil.  

 

Analisando os primeiros isolados virais coletados no Rio de Janeiro, São Paulo e 

Bahia, já podíamos observar um acentuado grau de diversidade, tanto ao nível fenotípico 

como genotípico, em amostras obtidas nos primórdios da epidemia de AIDS no Brasil (Couto-

Fernandez e cols., 1992). Estes isolados mostravam um tropismo diferenciado frente às 

diferentes linhagens celulares utilizadas, além de um polimorfismo genético, determinado pelo 

perfil de restrição enzimática utilizando a técnica de RPLF (Benn e cols., 1985).  Naquela 

época, as amostras de HIV-1 eram classificadas em função de sua proximidade genética com 

amostras africanas (tipo A) ou norte americanas/européias (tipo B).  Os isolados brasileiros de 

HIV-1 mostraram perfis de restrição mais próximos dos vírus identificados nos EUA/Europa 

do que com as amostras de HIV-1 africanas usadas nesta análise comparativa (Couto-

Fernandez e cols., 1992).  

 

Subsequentemente, a análise molecular das seqüências de nucleotídeos de uma região 

de aproximadamente 900pb do envelope viral destas amostras, entre outras, mostrou que suas 

estruturas genômicas estavam estreitamente relacionadas com o genótipo do subtipo B 

circulantes nos EUA e Europa (Couto-Fernandez e cols., 1994 - documento 1), confirmando 

os achados prévios baseados no perfil de RFLP. 
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   A variante B'' do HIV-1 foi identificada em uma amostra da Bahia, confirmando dados 

prévios da circulação desta variante na região nordeste (Potts e cols., 1993) e sudeste do Brasil 

(Morgado e cols., 1994).  Além da substituição PW, duas amostras da região sudeste 

mostram substituições atípicas no  motivo GPG do topo da alça V3 (PF e  PM), como 

descrito anteriormente para amostras do Rio  de Janeiro (Morgado e cols., 1994). 

  

A variabilidade fenotípica e genotípica do HIV-1 vem sendo bastante estudada em 

virtude das potenciais implicações em futuras preparações vacinais anti-HIV/AIDS.  Nos 

últimos anos, uma grande quantidade de informações sobre os níveis de diversidade do HIV-1 

se tornaram disponíveis graças a inúmeros estudos de caracterização coordenados pela OMS, 

realizados nos sítios selecionados para futuros testes de vacinas, além de  uma série de 

iniciativas de diferentes grupos de pesquisa disseminados pelo mundo.  O Brasil participou 

desta ação global, coletando amostras em São Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais (região 

sudeste), onde a maioria dos casos estão concentrados, além de Rio Grande do Sul (região sul) 

e Bahia (região nordeste).   Neste estudo foi  identificada a presença dos subtipos genéticos B 

e C, sendo este último em 1 amostra entre 5 coletadas no Rio Grande do Sul (WHO Network 

for HIV-1 isolation and characterization, 1994). 

 

Da mesma forma, buscando conhecer os níveis de diversidade do HIV-1 no Brasil, foi 

criada a Rede Nacional para o Isolamento e Caracterização do HIV-1 (1993), que permitiu 

isolar e analisar de forma detalhada as características genéticas, biológicas e antigênicas de 

amostras virais obtidas no Rio de Janeiro, São Paulo e Minas Gerais (Brazilian Network for 

HIV-1 Isolation and Characterization, documento 2 – no prelo).   
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De fato, a entrada diferenciada dos diferentes subtipos no Brasil pode ser constatada no 

estudo que realizamos no âmbito da Rede Nacional onde, ao analisarmos comparativamente as 

seqüências das amostras B e F coletadas em de diferentes estados da região sudeste, 

percebemos um percentual de divergência de 21% para as amostras do subtipo B, enquanto 

que no subtipo F a taxa de divergência foi de 10% (Brazilian Network for HIV-1 Isolation and 

Characterization. - documento 3,  no prelo).   

 

Níveis diferenciados de diversidade também puderam ser observados em outras 

regiões do Brasil onde as amostras coletadas na Bahia, apesar de mostrarem alto grau de 

variabilidade, apresentaram níveis de diversidade genética (18%) que poderiam sugerir uma 

circulação menos antiga de amostras do subtipo B e uma menor freqüência  do subtipo F  

(2,9% das amostras estudadas), do que a observada na região sudeste (Couto-Fernandez e 

cols., 1999 - documento 4).  

 

Nossos dados vêm se adicionar a estudos prévios que mostraram a presença dos 

subtipos B, F, C, D  e,  mais recentemente, A do HIV-1 no Brasil, além da ocorrência de 

genomas recombinantes e infecções mistas entre os diferentes subtipos virais (Potts e cols., 

1993; Lowuagie e cols., 1994; Morgado e cols., 1994; Couto-Fernandez e cols., 1994 - 

documento 1; Couto-Fernandez e cols., 1999 - documento 4; WHO, 1994; Morgado e cols., 

1998; Janini e cols., 1998; Tanuri e cols., 1999; Caride e cols., 1999). 

 

No seu conjunto, estes dados reforçam a necessidade de manutenção e ampliação de 

sistemas de monitoramento da diversidade dos diferentes subtipos do HIV-1 no Brasil, no 

sentido de se conhecer a prevalência dos diferentes subtipos genéticos nas regiões brasileiras 
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epidemiologicamente importantes para a infecção pelo HIV, assim como monitorar a 

introdução de novos subtipos e sua disseminação nos diferentes grupos populacionais, 

permitindo, assim, avaliar a influência desta diversidade na dinâmica da epidemia de AIDS no 

Brasil, assim como na seleção de reagentes mais apropriados para uso em nosso meio. 

 

 

Análise da diversidade da alça V3 e relação com o fenótipo viral 

 

A alça V3 do HIV-1 tem sido implicada como alvo primário de anticorpos 

neutralizantes em amostras SI e isolados estabelecidos em linhagens celulares (Javaherian e 

cols., 1989; Profy e cols., 1990; Vogel e cols., 1994; Vancott e cols., 1995).  O benefício 

potencial do uso de seqüências da alça V3 como alvo imunoprofilático foi amplamente 

demonstrado no modelo experimental de infecção pelo HIV-1 em chimpanzés, através do 

uso de anticorpos monoclonais que protegiam contra a infecção viral, e que bloqueavam ou 

diminuíam a infecção in vitro de amostras adaptadas em cultura (Emini e cols., 1992; 

Conley e cols., 1996).  Esta região está igualmente implicada em numerosas funções 

biológicas do vírus, em particular suas propriedades citopatogênicas e replicativas 

(McKeating e cols., 1989; Grimaila e cols., 1992).  Além disso, os aminoácidos que 

compõem a alça V3 constituem um determinante fundamental do tropismo viral por células 

macrofágicas ou por linfócitos T (Chesebro e cols., 1991; Trkola e cols., 1996; Wu e cols.,  

1996), ou seja, pelos co-receptores CCR5 ou CXCR4 (Dorang e cols., 1996; Feng e cols., 

1996). 
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Aproximadamente 50% dos pacientes infectados com HIV-1 do subtipo B 

desenvolvem variantes virais SI durante o curso da infecção, cujo aparecimento está 

freqüentemente associado com uma perda acelerada de células CD4+ (Cheng-Mayer e 

cols., 1988;  Koot e cols., 1996) e uma rápida progressão para AIDS (Richman e cols., 

1994; Connor e cols., 1997).  Apesar dos mecanismos envolvidos no surgimento destas 

variantes serem desconhecidos até o momento, esta transição do fenótipo viral, 

acompanhado pela mudança na utilização do co-receptor celular, parece ser um evento 

chave na patogenia da infecção pelo HIV-1 (Schuitemaker e cols.,  1992; Koot e cols., 

1996; Connor e cols.,1997). 

  

Estudos mais recentes, utilizando anticorpos monoclonais dirigidos à alça V3 de 

diferentes isolados virais, sugerem que esta região adota uma conformação diferenciada 

segundo o fenótipo SI e NSI (Ebenbichler e cols., 1993;  Fouchier e cols., 1995).            

Uma estreita correlação pode ser observada entre o aparecimento do fenótipo SI e 

mudanças na estrutura proteica do envelope viral do HIV-1 (Seillier-Moiseiwitsch e cols., 

1994; Cornelissen e cols., 1995; Fouchier e cols., 1995).  Certas substituições de 

aminoácidos básicos ao longo dos 35 aminoácidos que compõe a alça V3 têm mostrado 

correlação com a mudança do fenótipo NSI para SI, bem como com uma diminuição da 

capacidade replicativa destes isolados em macrófagos (De Jong e cols., 1992; Fouchier e 

cols.,  1992; Groenink e cols., 1993).  Mais recentemente, outras regiões do envelope como 

a V1/V2 e C4 foram igualmente implicadas na determinação do tropismo viral associada ao 

fenótipo do tipo SI (Cornellisen e cols., 1995;  Carrillo & Ratner, 1996; Milich e cols., 

1997). 
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Em relação à alça V3, sabemos que a substituição da arginina e lisina em posições 

específicas no V3, a presença de aminoácidos básicos nas posições 11 e 25 (De Jong, e 

cols., 1992;  Fouchier e cols., 1992; Fouchier e cols.,1995) e a heterogeneidade adicional 

nas posições 11, 13, 19, 23, 24 e/ou 32, estão fortemente associadas ao surgimento do 

fenótipo SI (Milich e cols., 1993).  Novas substituições no V3 foram mais recentemente 

descritas, às quais se atribui a responsabilidade da manutenção do perfil SI ou NSI, além de 

substituições presentes nos dois fenótipos sem, no entanto, apresentarem correlação com o 

perfil biológico (Milich e cols.,1997; Verrier e cols., 1999).   

 

A fim de analisar a composição de aminoácidos da alça V3 e sua correlação com o 

fenótipo SI e NSI, procuramos alinhar as amostras brasileiras de HIV-1 incluídas neste 

estudo, em associação com amostras já disponíveis em banco de dados (Korber e cols., 

1998).  

 

O aminoácido correspondente à posição 13 da alça V3 aparentemente exerce um 

papel importante na variabilidade genética do envelope viral, (Milich e cols., 1997).  De 

fato, nesta posição foi detectado o maior número de substituições entre as amostras 

analisadas. Os aminoácidos conservados no topo da alça V3: G15, G17 e R18, se 

mostraram bastante conservados em todas as amostras, contudo, na posição da P16, 

geralmente conservada, pudemos observar substituições em três isolados, além das 9 

amostras que apresentavam a substituição P16W tipicamente descrita para a variante B''. 

 

A presença dos aminoácidos ácidos D e E na posição 25 tem mostrado correlação 

com vírus que utilizam o co-receptor CCR5 para infecção (Bhattacharyya e cols., 1996; 
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Milich e cols., 1997).  Por outro lado, a presença de aminoácidos básicos como a R, K e 

polares como Q, mostram correlação com isolados virais que utilizam preferencialmente o 

CXCR4 (Cornelissen e cols., 1995).  Na nossa análise, entre as 24 amostras do subtipo B 

caracterizadas biológicamente, 21 possuíam o resíduo E (16) ou D (5) na posição 25.  Entre 

elas, 12 amostras (49,5%) mostravam o fenótipo NSI, sugerindo que a presença de 

aminoácidos básicos nesta posição não é por si só determinante do tropismo viral..  

 

A recente descrição de que a mudança do aminoácido D para N na posição 29 

provocaria um acúmulo de cargas positivas nesta região associada ao fenótipo SI (Venier e 

cols., 1999), foi verificada em 6 amostras brasileiras do subtipo B e uma do subtipo F.  

 

A única substituição inédita na estrutura da região V3 (Korber e cols., 1998 - Los 

Alamos Database) foi observada na posição 32 de uma amostra do subtipo F (RJ003), que 

apresenta a substituição K32L, levando a uma diminuição de cargas positivas na 

terminação 3’ da região V3.  Mesmo com a substituição de um aminoácido básico por um 

hidrofóbico nesta posição, esta amostra mostra comportamento biológico característico do 

fenótipo SI, provavelmente mantida pela presença da asparagina (polar) na posição 25 

(Verrier e cols., 1999). 

 

O padrão de substituições de aminoácidos observados na alça V3 das amostras 

brasileiras não é capaz por si só de fornecer uma resposta sobre a natureza do surgimento 

de variantes SI.  De fato, somente uma pequena parte destas substituições é conservada em 

todas as seqüências genômicas SI estudadas.  
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Analisando os níveis de diversidade das seqüências de aminoácidos da alça V3 das 

diferentes amostras brasileiras, podemos observar uma maior diversidade nas variantes 

indutoras de sincício, quando comparado às amostras não indutoras, confirmando dados 

prévios da literatura utilizando amostras norte americanas/européias (Chesebro e cols., 

1991; McNearney e cols., 1992; Milich e cols., 1993).  Por outro lado, pudemos observar 

associação entre o fenótipo SI e substituições I19V, F20Y/V e E25K na região V3, 

conforme descrito por Milich e colaboradores (1997), além de substituições adicionais do 

tipo I27V e D29N (Verrier e cols., 1999). A freqüência de substituições básicas ao 

longo da alça V3 nestas amostras brasileiras SI foi consistente com dados obtidos a partir 

de isolados virais provenientes de diferentes regiões geográficas (Milich e cols., 1997).   

 

Estudos mais recentes, utilizando vírus recombinantes e ensaios de seleção de 

tropismo para linhagens de células T, demonstraram claramente que a habilidade que certos 

vírus têm em crescer em linhagens T transformadas não é determinada somente pela 

presença de aminoácidos básicos em posições específicas na alça V3 (Chesebro e cols., 

1996).  De fato, o conceito da existência destas duas populações virais (NSI e NI) se mostra 

bastante genérico, na medida em que é possível identificar vírus que podem utilizar 

diferentes ou múltiplos co-receptores (Deng e cols., 1996; Simmonds e cols.,  1996), vírus 

com tropismo diferenciado em culturas de células primárias e linhagens T transformadas 

(Chesebro e cols., 1996) e vírus trópicos por linhagens de células T que aparentemente não 

possuem a capacidade de induzir sincício (Yoshimura e cols., 1996).  Todos estes eventos 

puderam ser comprovados analisando o perfil de substituições de aminoácidos e  disposição 

das cargas positivas na região V3 das amostras brasileiras de HIV-1 incluídas neste estudo.   
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Primeiramente, foi possível detectar uma elevada concentração de cargas positivas 

nos isolados virais de 1994, submetidos a sucessivas passagens em linhagens celulares, 

independente do fenótipo viral (Couto-Fernandez e cols., 1992; Couto-Fernandez e cols., 

1994 - documento 1).  Já em outras amostras, não houve um acúmulo de cargas positivas, 

mas sim uma diminuição destas cargas em função de substituições de aminoácidos 

conservados básicos por outros aminoácidos polares e/ou hidrofóbicos, principalmente nas 

posição 13 e 34.  O inverso deste evento ocorreu na posição 25, pela substituição do acido 

glutâmico (subtipo C e F) e aspártico (subtipo B) conservados por aminoácidos sem carga, 

com diminuição do caráter ácido da proteína e levando, consequentemente, à um acúmulo 

de cargas positivas em todas as amostras SI, independente do subtipo.  Podemos observar 

claramente nas imagens de distribuição de cargas das amostras SI um acúmulo de cargas 

positivas nesta região, como também na posição 34.  Um fato interessante, que fala a favor 

desta diminuição de cargas positivas pela substituição de aminoácidos básicos e ácidos por 

polares e/ou hidrofóbicos, foi o ocorrido com um isolado do subtipo F (RJ003), que 

acumulou ambos eventos e uma substituição adicional K32L, ainda não descrita para 

amostras deste subtipo. O resultado é que este isolado, com fortes características SI em 

cultura, possui uma densa concentração de cargas na posição 3' da região V3, sinalizando 

para uma ligação preferencial deste isolado ao co-receptor CXCR4.   

 

Ainda com relação a este evento, podemos observar nas amostras coletadas na 

Bahia, durante o período de 1995 a 1997, uma elevada freqüência da substituições da 

histidina nas posições 18 e 34 por aminoácidos polares.  Não dispomos da fenotipagem 

destas amostras, porem, por se tratarem de IDUs na fase assintomática da  infecção, 

podemos pressupor tratarem-se, provavelmente, de formas NSI.     
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Concluindo, podemos observar uma elevada diversidade nas seqüências de 

aminoácidos que compõem a região V3 do envelope das amostras brasileiras de HIV-1, 

assim como de suas propriedades biológicas independente do subtipo genético ou 

distribuição geográfica. 

 

 

Diversidade viral durante o curso da infecção  

 

A variabilidade genética observada entre diferentes isolados virais tem aumentado 

progressivamente nos últimos anos (Kuiken e cols., 1996), devendo-se, principalmente, à 

uma rápida evolução das amostras virais in vivo durante a infecção HIV-1 (Lukashov & 

Goudsmit, 1998).  De fato, a coexistência de variantes virais muito similares mas distintas 

geneticamente no mesmo paciente, já foi claramente descrita por vários autores (Meyerhans 

e cols.,1989; Goudsmit e cols., 1992; Diaz e cols., 1995; Lukashov e cols., 1995). 

  

A fim de estudar as características genotípicas dos vírus presentes no momento da 

primo-infecção e durante o  curso da infecção, a equipe de J. Goudsmit analisou amostras 

virais no momento da soroconversão e depois de cinco anos de infecção (Goudsmit e cols., 

1996).  Não foram observadas assinaturas nucleotídicas comuns a partir da análise das 

seqüências consenso dos dois grupos, apesar dos vírus encontrados no momento da primo 

infecção possuírem características fenotípicas similares (Kuiken e cols., 1996).  Vários 

grupos estudaram isolados de HIV-1 no momento da soroconversão e não encontraram 

assinatura comum aos vírus transmitidos (McNearney e cols., 1992; Zhu e  cols., 1993). 
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Por outro lado, estudos mais recentes, realizados em amostras de HIV-1 obtidas de 

pacientes infectados pelas vias sexual e parenteral, demonstraram que os vírus do subtipo 

B, obtidos a partir de usuários de drogas injetáveis (UDIs), diferiam das amostras coletadas 

de indivíduos homossexuais masculinos em diversas regiões genômicas, incluindo os genes 

vpu, vpr e seqüências codificadoras da alça V3 da gp120 do HIV-1 (Kuiken e cols., 1994, 

1996).  Buscando identificar assinaturas genômicas relacionadas à transmissão destas 

populações virais, vários estudos epidemiológicos foram realizados em diferentes grupos 

populacionais (Lukashov e cols., 1996, 1998; Gousdmit  e cols., 1998).  

 

 

A relação mais consistente desta diversidade foi baseada em duas substituições 

nucleotídicas sinônimas e uma mudança de aminoácido, dos quais o mais conservado é uma 

substituição no códon da segunda glicina localizada no topo da alça V3 do HIV-1 (Kuiken 

e cols., 1994).  O códon GGC foi observado em 85% dos UDIs do norte da Europa, 71,4% 

da Grécia (Adwan e cols., 1999) e em 45% da América do Norte (Lukashov e cols., 1996).  

Entretanto, este padrão (GGC) não foi observado em amostras obtidas de homossexuais 

masculinos das mesmas regiões.  Estas observações permitiram especular que as epidemias 

estabelecidas no norte da Europa em homossexuais e UDIs tiveram diferentes fontes de 

infecção (Lukashov e cols., 1996).  Mais recentemente, este mesmo grupo conseguiu, 

através da análise deste padrão de assinatura genômica, determinar a origem comum dos 

vírus responsáveis pela recente epidemia de AIDS em indivíduos heterossexuais na 

Holanda (Lukashov & Goudsmit, 1998).   

 

 



195 

 

No Brasil,  o subtipo B tem sido mostrado como o mais prevalente entre os 

diferentes grupos de risco (Lowagie e cols., 1994; WHO, 1994; Morgado e cols., 1994, 

1998; Tanuri e cols., 1999; Couto-Fernandez, e cols., 1999 -documento 4; Brazililian 

Network for HIV-1 Isolation and Characterization - documento 3, no prelo).  Apesar do 

maior número de casos de AIDS ainda estar concentrado no grupo de indivíduos 

homossexuais/bissexuais masculinos, tem-se detectado nos últimos anos um rápido 

aumento do número de casos entre UDIs e indivíduos heterossexuais, sugerindo que estes 

grupos teriam sido infectados posteriormente.  Não se sabe, no entanto, se a infecção  pelo 

HIV nestes grupos teria se dado por vírus transmitidos a partir de indivíduos homossexuais/ 

bissexuais masculinos, ou por outras fontes independentes de infecção. 

  

Para testar esta hipótese, avaliamos a assinatura genética das seqüências do 

envelope das amostra de HIV-1 obtidas de uma população restrita de usuários de drogas 

injetáveis (UDI) provenientes da cidade de Salvador, Bahia (Couto-Fernandez e cols., 1999 

- documento 4) e amostras de indivíduos infectados por via sexual obtidas pela Rede 

Nacional para Isolamento e Caracterização do HIV-1 (documento 3 - no prelo).  

 

Entre as cinco amostras de UDIs do subtipo B sequenciadas, duas amostras 

apresentavam a assinatura GGC e três a assinatura GGG no códon da segunda glicina do 

topo da alça V3.  Por outro lado, a grande maioria das amostras de  HIV-1 (76,5%) obtidas 

de 17 indivíduos infectados por via sexual (homo ou hetero) com HIV-1 do subtipo B 

incluídos no estudo da Rede Nacional (documentos 2 e 3), possuia a assinatura GGG nesta 

mesma posição.  Duas amostras apresentaram o  padrão GGA, enquanto que duas outras 

que apresentavam o códon GGC para a segunda glicina do topo da alça V3.   
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Nossos resultados portanto não permitiram identificar uma fonte diferenciada de 

infecção para as categorias estudadas.  No entanto, considerando o número limitado de 

amostras incluídas nesta análise e a relativa diversidade geográfica das mesmas, estudos 

mais amplos serão necessários para melhor conhecimento da epidemiologia dos subtipos e 

variantes de HIV-1 e sua potencial introdução entre as diferentes categorias de exposição.  

Vale a pena ressaltar que todas as amostras do subtipo F, independente da categoria de 

transmissão, apresentavam o códon GGA para as duas glicinas no topo da alça V3.   

    

A análise filogenética de amostras de HIV-1 do subtipo B mostrou acentuada 

relação de similaridade entre as amostras dos UDIs, chegando, em alguns casos, próximo 

de 95%.  Por outro lado, as amostras obtidas a partir de indivíduos infectados por via sexual 

se mostravam menos relacionadas filogeneticamente entre si.  Entretanto, como já descrito 

anteriormente, não pudemos evidenciar conclusivamente um padrão genético capaz de 

identificar variantes virais transmitidas preferencialmente por determinada via.  

 

 

Diversidade antigênica e sua relação com o genótipo viral 

 

Um acentuado grau de diversidade antigênica pode ser observado durante a resposta 

induzida por anticorpos neutralizantes de pacientes infectados contra isolados virais 

homólogos, demonstrando claramente uma variabilidade in vivo do HIV-1 (Ho e cols., 

1987;  Goudsmit e cols., 1992).  
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Dois tipos de anticorpos neutralizantes podem ser observados durante a infecção 

pelo HIV-1, incluindo anticorpos que neutralizam múltiplos isolados virais (grupo-

específico), e anticorpos que mostram sua capacidade de replicação restrita a um ou a 

poucos isolados (tipo-específico). Os anticorpos neutralizantes tipo-específicos são 

diretamente direcionados contra a alça V3, o principal domínio de neutralização (PND), e 

os grupo-específicos são mais diretamente relacionados à região de ligação CD4 (Goudsmit 

e cols., 1992; Buratti e cols., 1997). 

 

A maioria dos indivíduos infectados desenvolve uma resposta por anticorpos 

neutralizantes tipo-específica contra o vírus autólogo.  Entretanto, freqüentemente o HIV-1 

“escapa” da neutralização, como evidenciado pela ausência de anticorpos neutralizantes 

autólogos contra isolados obtidos em uma fase mais tardia da infecção (McKeating e cols., 

1989; Albert e cols., 1990b; Tremblay & Wainberg, 1990).  Os mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento de resistência à neutralização não foram ainda completamente elucidados, 

mas mutações na glicoproteína do envelope parecem ter um envolvimento importante 

(Carrow e cols., 1991; Back e cols., 1993).  A maioria dos anticorpos contra epítopos 

definidos das moléculas da gp120, gp41 e gp160 do HIV-1 não possuem a capacidade de 

neutralização de isolados primários (Goudsmit e cols., 1992; Nyambi e cols., 1996).    

Entretanto, a maioria destes estudos foi realizada em isolados virais submetidos a múltiplas 

passagens em linhagens linfoblastóides T (TCLA - “T cell line adapted”), extremamente 

sensíveis à neutralização  in vitro, por soro de indivíduos infectados.  Ao contrário, isolados 

primários de HIV-1, mantidos sob um número reduzido de passagens em culturas 

primárias, são mais resistentes à neutralização (Van der Groen e cols., 1998).  

 



198 

 

Estes dados poderiam explicar em parte os níveis variáveis de neutralização 

heteróloga observados entre os isolados brasileiros de HIV-1 deste estudo, os quais foram 

mantidos em culturas de linfócitos estimulados pela PHA.  Nossos resultados estão de 

acordo com dados da literatura, onde se descreve que isolados virais mantidos em linhagens 

celulares são mais susceptíveis à neutralização, em comparação aos isolados primários de  

HIV-1 (Nyambi e cols., 1997).   

 

A hipótese mais frequente invocada para explicar a relativa resistência à 

neutralização de isolados primários é que, contrariamente as amostras cultivadas, os sítios 

de neutralização de destes isolados seriam menos acessíveis à ação dos anticorpos        

(Bou-Habib e cols., 1994).  De fato, a modelagem molecular hipotética da estrutura 

tridimensional da gp120 do HIV-1 (Kwong e cols., 1998) mostra claramente que a alça V3 

se apresenta menos exposta que outras regiões do envelope viral, sendo exposta 

progressivamente na medida que ocorre sua interação com os receptores (Moore & Binley, 

1998), pouco antes da penetração viral na célula hospedeira. 

 

A capacidade de neutralização heteróloga de soros policlonais obtidos de indivíduos 

infectados com vírus dos diferentes subtipos genéticos de HIV-1 do grupo M e grupo O em 

neutralizarem isolados primários dos mesmos subtipos de HIV-1, mostraram que a 

neutralização tipo-específica não possui correlação com os subtipos genéticos do HIV-1 

(Moore e cols., 1995; Kostrikis e cols., 1996; Nyambi e cols., 1996; Weber e cols., 1997).     

 

Estes dados estão de acordo com a análise do perfil de neutralização intra e inter-

subtipo dos isolados brasileiros de HIV-1 incluídos neste estudo (Brazilian Network for 
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HIV-1 Isolation and Characterization, no prelo - documento 3), onde não observamos uma 

correlacão entre os subtipos genéticos e o padrão de neutralização,  apesar do pequeno 

número de amostras não-B incluídas neste estudo (4 amostras do subtipo F e uma do 

subtipo C).    Estes resultados confirmam dados prévios mostrando extensa reatividade de 

amostras dos subtipos B, F e da variante B’’ do HIV-1 no Brasil (Bongertz e cols., 1997, 

1998). 

 

A potente reatividade cruzada de anticorpos neutralizantes observada em certos 

soros deste estudo sugere que no indivíduo infectado o repertório de linfócitos B seja capaz 

de induzir uma resposta abrangente por anticorpos neutralizantes frente às diferentes 

variantes virais. É provável que esta capacidade neutralizante esteja relacionada a uma 

ativação sinergística de diferentes populações de anticorpos, diretamente contra diferentes 

epítopos conservados, provavelmente com baixa imunogenicidade (Bongertz e cols., 1994a; 

Beirnaert e cols., 1998).  Estes achados reforçam a hipótese que isolados primários de 

diferentes subtipos de HIV-1 possuem antígenos ou imunógenos comuns, com importante 

envolvimento numa ampla resposta neutralizante cruzada (Nyambi e cols., 1998). 

   

O perfil de reatividade sorológica frente à diferentes peptídeos sintéticos gerados a 

partir de seqüências da alça V3 dos diferentes subtipos de HIV-1 representa, igualmente, 

uma importante ferramenta no estudo da diversidade antigênica do HIV-1.  Inicialmente, o 

ensaio imunoenzimático utilizando peptídeos HIV-1-específicos (“enzyme-linked 

immunosorbent assay”- PEIA)  foi utilizado, com o objetivo de identificar padrões de 

reatividade sorológica (sorotipos) capazes de discriminar ou agrupar os diferentes isolados 

de HIV-1 (Fields e cols., 1991).  Posteriormente, esta metodologia foi introduzida na 
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determinação dos subtipos genéticos, ainda como complemento a estudos moleculares e 

biológicos em diferentes isolados virais (Cheingsong-Popov e cols., 1994).  Em função das 

complexidades metodológicas  em se tipar geneticamente o HIV-1 pela técnica de HMA ou 

sequenciamento molecular, esta técnica passou a ser uma possibilidade interessante na 

subtipagem do HIV-1 (Bachmman e cols., 1994).  Além de permitir a análise sistematizada 

de um grande número de amostras, a sorotipagem do HIV-1 é uma técnica simples, 

economicamente viável e de fácil transferência de tecnologia.   

 

 

A região V3 do envelope do HIV-1 foi selecionada como sítio antigênico para uso 

na sorotipagem por várias razões.  Apesar de variável, esta região se mostra relativamente 

conservada entre os diferentes isolados (La Rosa e cols., 1990), além de ser altamente 

antigênica in vivo, a resposta imune humoral intensa contra este peptídeo é freqüentemente 

detectada na maioria dos pacientes infectados pelo HIV-1 (Zwart e cols., 1992).   

 

Nos últimos anos vários grupos de pesquisa utilizaram esta técnica objetivando a 

sorotipagem do HIV-1 (Pau e cols., 1993; Cheingsong-Popov e cols., 1994; WHO Network 

for HIV-1 Isolation and Characterization, 1994; Couto-Fernandez e cols., 1994 - 

documento 1; Bongertz e cols., 1994a, 1994b).  Entretanto, mais recentemente, o valor 

desta metodologia na identificação dos subtipos genéticos do HIV-1 tem sido 

repetidamente questionado, em função da elevada frequência de reatividade cruzada entre 

os diferentes peptídeos sintéticos utilizados (Nkengasong e cols., 1998).   

 

De fato, pudemos observar este evento em 114 soros obtidos de indivíduos HIV-1 

positivos coletados no Rio de Janeiro (Couto-Fernandez e cols., 1994 – documento 1).             
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Dezoito diferentes padrões de sororeatividade puderam ser observados nestas amostras, 

onde 62,3% dos soros reagiram com mais de um peptídeo.  Por outro lado, o elevado 

número de soros com nenhuma atividade frente aos diferentes peptídos sugeriu a presença 

de variantes virais com formas diferenciadas ao genotipo conservado GPGR no topo da 

alça V3 de isolados brasileiros de HIV-1. Mais recentemente, analisando soros HIV-1 

positivos provenientes de outras regiões geográficas (Couto-Fernandez e cols., 1999-

documento 4; Brazilian Network for HIV-1 Isolation and Characterization, no prelo -

documento 3), pudemos observar uma reatividade cruzada destes soros, não permitindo no 

seu conjunto, estabelecer nehuma relação entre a reatividade sororógica à alça V3 e os 

diferentes subtipos genéticos de HIV-1 prevalentes no Brasil.   

 

 

Esta ausência de diferentes sorotipos no Brasil, confirmados por resultados de 

neutralização, indica que ao contrário da existência de 2 sorotipos na Tailândia 

(Cheingsong-Popov e cols., 1998) e pelo menos 5 sorotipos na África (WHO, 1994), no 

Brasil a diversidade antigênica encontrada até o presente momento, não nos parece  

constituir uma barreira para os ensaios de vacinas anti-HIV/AIDS já em desenvolvimento 

baseados em isolados do subtipo B do HIV-1.   

 

 

Sequenciamento genômico de amostras brasileiras não-B  

 

  O sequenciamento molecular de grandes fragmentos genômicos, compreendendo a 

maior parte do genoma proviral, é o estágio mais avançado da caracterização genética da 

diversidade do HIV-1 e dos seus diferentes subtipos.  Devido às limitações técnicas e 
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financeiras para a realização desta análise, a seleção destas amostras deve ser respaldada 

por uma série de parâmetros clínicos, virológicos e moleculares, capazes de direcionar a 

identificação de formas atípicas ou subtipos minoritários e/ou recombinantes, circulando 

em determinada região.   

  

Além disso, a identificação de genomas representativos da pandemia devem ser 

priorizados, em virtude da possibilidade de recombinação entre subtipos levando, 

potencialmente, ao surgimento de formas com características biológicas alteradas e/ou 

resistentes às terapias anti-retrovirais, entre outros.   

 

No documento número 5, apresentamos pela primeira vez o resultado do sequenciamento 

genético de uma amostra do subtipo D do HIV-1 isolada recentemente no Rio de Janeiro 

(Morgado e cols., 1998).  Aproximadamente 5.500 pb do seu genoma foram analisados, 

cobrindo , no sentido 5’-3’, a região dos genes acessórios do HIV-1 (genes vif, vpr, tat, vpu 

e ref ), todo o gene do envelope (env) e o gene nef (Couto-Fernandez e cols.,  submetido - 

documento 5).  A análise filogenética destes fragmentos genéticos confirmou sua tipagem 

prévia como subtipo D do HIV-1, baseada na técnica de HMA e na análise da seqüência de 

nucleotídeos  da região C2-V3 do envelope viral (Morgado e cols., 1998).   

 

A análise filogenética do subtipo D brasileiro mostra claramente semelhança com 

isolados africanos de HIV-1.  Não houve identificação de eventos de recombinação viral 

analisando-se os genes acessórios e envelope, com exceção da região nef, que apresentou 

uma seqüências genômicas similares à do subtipo B do HIV-1 (Couto-Fernandez e cols, 

1999 -documento 5, figura 1b).  Entretanto, este evento não foi respaldado pela análise das 
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distâncias evolutivas implementadas pelo programa Clustal W (Thompson e cols., 1994), 

onde se observou um baixo valor de “bootstrap” (62%) na análise filogenética (Couto-

Fernandez e cols, 1999 - documento 5, figura 1a).  Além disso, foi observada uma 

importante inserção de 34pb nas regiões V1-V2, as quais estão associadas ao tropismo viral 

(Groenink e cols., 1993; Andeweg e cols., 1993) e indução de anticorpos neutralizantes 

(Sullivan e cols., 1993). 

 

A identificação e análise de genomas de amostras não-B, possibilita um melhor 

conhecimento dos mecanismos de diversidade do HIV-1 no Brasil, além de permiter 

identificar e mapear o surgimento de formas recombinantes no país.  Um exemplo marcante 

desta realidade foi a própria identificação do subtipo D no Rio de Janeiro (Morgado e cols., 

1998) onde, graças a diferentes programas epidemiológicos e de monitoramento da 

diversidade viral implantados no Brasil, foi possível identificadar este subtipo de origem 

africana, em um paciente heterossexual, que nunca deixou o Brasil.  Portanto, é bastante 

provável que a infecção se deu a partir de uma fonte externa, talvez introduzida e em 

circulação com outros subtipos epidemiologicamente importantes há alguns anos.  Este 

evento pode permitir a recombinação gênica onde vários subtipos co-circulam favorecendo 

o surgimento de variantes com comportamento diferenciado tendo, consequentemente, 

potencial impacto sobre o diagnóstico, imunopatogenia e sensibilidade aos anti-retrovirais.   

 

No seu conjunto, as informações incluídas neste estudo, reforçam a necessidade de 

manutenção e implementação de sistemas contínuos de vigilância epidemiológica da 

diversidade do HIV-1, principalmente em regiões fronteiriças, portuárias e de grande  

afluência turística, ou onde nenhum estudo de epidemiologia molecular foi até agora 
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conduzido.  Estas medidas de vigilância serão de fundamental importância na prevenção de 

fontes potenciais de entrada de novos tipos, grupos, subtipos e variantes de HIV-1 no 

Brasil.  Além disso, a associação entre estudos moleculares e imunológicos será de grande 

relevância no estabelecimento de futuros ensaios de vacinas anti-HIV/AIDS no Brasil. 
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5. CONCLUSÕES 

 

1) Quatro subtipos diferentes de HIV-1 (B/B´´, F, C e D) puderam ser evidenciados nas 

amostras de HIV-1 incluídas neste estudo, coletadas em diferentes regiões geográficas 

do Brasil. 

 

2) Uma maior diversidade genética foi observada entre amostras do subtipo B do que entre 

isolados do subtipo F, sugerindo uma introdução mais recente deste subtipo genético. 

 

3) As amostras do subtipo B, independente de sua origem geográfica, mostraram relações 

filogenéticas com isolados norte-americanos/europeus.  Chama a atenção o fato das 

amostras correspondentes à variante B’’ terem se agrupado em um braço independente, 

embora incluído no subtipo B. 

 

4) Uma menor prevalência do subtipo F do HIV-1 foi observada na região nordeste 

comparativamente à região sudeste do país. 

 

5) A técnica de mobilidade de heteroduplexes, HMA, mostrou estreita correlação na 

subtipagem genética com os resultados obtidos a partir do sequenciamento de 

nucleotídeos, confirmando a validade desta técnica como apropriada no “screening” 

molecular de amostras de HIV-1.   
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6) Os elevados níveis de reatividade cruzada frente aos diferentes peptídeos sintéticos 

utilizados na sorotipagem do HIV-1, inviabilizam esta técnica para a determinação dos 

diferentes subtipos genéticos no Brasil, onde existe a circulação de múltiplos subtipos e 

variantes de HIV-1 antigenicamente relacionados. 

  

7) Os elevados níveis de reatividade cruzada aos diferentes peptídeos sintéticos HIV-1-

específicos utilizados neste estudo indicam, possivelmente, baixa diferenciação 

antigênica entre os diferentes subtipos prevalentes no Brasil.  Este nos parece ser um 

dado promissor para ensaios de candidatos a vacinas baseados em isolados circulantes 

em países desenvolvidos.  

 

8) A técnica de sororeatividade frente a diferentes peptídeos sintéticos associada aos perfis 

de neutralização e fenótipo biológico é uma ferramenta importante na avaliação do 

espectro de diversidade antigênica do HIV-1. 

 

9) A ausência de diferentes sorotipos no Brasil verificada nestes estudos e confirmada 

pelos resultados de neutralização heteróloga, indica uma razoável homogeneidade 

antigênica dos genótipos virais circulantes no Brasil. 

 

10)  Não pudemos observar associação entre o genótipo viral e via de transmissão, sexo ou 

fator racial. 
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11)  Apesar da população de Salvador-Bahia, mostrar características raciais e socio-

demográficas fortemente relacionadas aos países do continente africano, não pudemos 

observar um perfil de distribuição dos subtipos de HIV-1 como ocorre na África, ao 

contrário, um predomínio do subtipo B foi evidenciado nesta região. 

 

12)  O estabelecimento de um sistema coordenado para o estudo dos níveis de diversidade 

do HIV-1 no Brasil, permitiu melhor conhecer a distribuição dos diferentes subtipos 

genéticos, reforçando a necessidade de expansão deste sistema de vigilância para as 

demais regiões brasileiras. 

 

13)  A introdução de vírus não-B no Brasil pode ter importância no surgimento de formas 

recombinantes mostrando características antigênicas, replicativas, citopatogênicas e de 

resistência diferenciados, podendo exercer um potencial impacto sobre o perfil da 

epidemia de AIDS no Brasil 
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6. PERSPECTIVAS E DIRETRIZES 

 

A partir do um melhor conhecimento do polimorfismo do HIV-1 e da distribuição dos 

diferentes subtipos genéticos no Brasil, uma série de programas foram estabelecidos pelo 

Ministério da Saúde em parceria com diversas instituições governamentais, entre elas, a 

FIOCRUZ. Exemplos destas iniciativas podem ser citados como o estabelecimento do 

“Programa de monitoramento de subtipo de HIV-1 em diferentes regiões geográficas”,  

“Rede de quantificação de carga viral e tipagem de CD4 em pacientes acompanhados na 

rede pública, engajados em protocolos terapêuticos” e “Rede para monitoramento da 

resistência viral”, entre outras. 

 

 Todas estas informações em conjunto permitirão auxiliar na idenficação de 

variantes virais e/ou recombinantes com patogenicidade diferenciada, representando um 

potencial de risco de disseminação na população. Dois exemplos marcantes que falam a 

favor desta possibilidade foi, (1) a explosão do subtipo C do HIV-1 nos últimos  10 anos, 

estendendo a infecção a focos epidemiologicamente importantes na Ásia e alguns países da 

África (UNAIDS, 1999) e, (2) a proliferação da forma recombinante em usuários de drogas 

na Rússia (Liitsola e cols., 1998). 

  

Diversos registros recentes da introdução de subtipos não-B no Brasil já foram 

feitos, conforme discutido no corpo deste trabalho (Morgado e cols., 1994; WHO, 1994; 

Rede Nacional para isolamento e caracterização do HIV-1 no Brasil, no prelo; Caride e 

cols., 1994) e, através da análise detalhada de boa parte do genoma do subtipo D brasileiro 
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onde pudemos identificar uma grande inserção na região V1V2 do seu envelope.             

Este evento pode ter importância na imunopatogenia, diagnóstico e sensibilidade à drogas 

dos vírus transmitidos. 

  

Pretendemos, a partir desta experiência na busca de respostas sobre os níveis de 

diversidade do HIV-1 no Brasil, contribuir na implementação dos programas de vigilância 

desta diversidade, direcionando nosso foco de interesse para um conhecimento mais 

aprofundado dos níveis de resistência dos diferentes subtipos de HIV-1, e de formas 

recombinantes frente aos diferentes antiretrovirais. Utilizaremos a abordagem fenotípica, 

através da avaliação dos níveis de sensibilidade à drogas, e genotípica, a partir do 

sequenciamento molecular do gene pol do HIV-1.  
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