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RESUMO 

 

A resistência do HIV-1 aos antirretrovirais (ARV): inibidores da transcriptase reversa análogos a 

nucleosídeos e nucleotídeos (NRTI), inibidores da transcriptase reversa não análogos a 

nucleosídeos (NNRTI), inibidores da protease (IP) e novas classes de drogas antirretrovirais, 

como o enfurvitida (T-20), representa um desafio para a resposta virológica e imunológica dos 

pacientes HIV+/Aids. Este estudo descreve a prevalência de resistência primária e secundária 

do HIV-1 aos ARVs e os subtipos circulantes na região Centro-Oeste do Brasil. A diversidade 

filogenética do HIV-1 e as mutações de resistência foram avaliadas entre 97 pacientes virgens 

de tratamento, 48 pacientes em terapia ARV e 77 gestantes HIV+/Aids de Goiânia/GO. Os 

genes da protease (PR), parte da transcriptase reversa (TR) e da gp41 foram amplificados e 

sequenciados a partir do RNA plasmático. Os subtipos no gene pol foram avaliados através da 

análise filogenética e no gene env/gag foram identificados através da análise da mobilidade do 

heteroduplex (HMA). As mutações de resistência aos ARVs foram analisadas através do banco 

de dados da Universidade de Stanford, da Sociedade Internacional de Aids, de Los Alamos e 

outras fontes. Entre os pacientes virgens de tratamento, a prevalência de resistência primária 

variou de 8-10%: IP (n=2), NRTI (n=3), NRTI (n=1), IP+NRTI (n=1) e NRTI+NNRTI (n=3). O 

subtipo B representou 82,5%, o subtipo F1 6,2%, o subtipo C 3,1%, o mosaico BPR/F1RT 7,2% e 

uma amostra apresentou o mosaico F1PR/CBRT. Entre os pacientes em terapia ARV, a 

prevalência de resistência secundária foi de 79%: NRTI (n=1), NNRTI (n=1), IP+NRTI or 

NRTI+NNRTI (n=20), IP+NRTI+NNRTI (n=16, considerados multiresistentes-MDR). No gene pol 

do HIV-1, o subtipo B representou 79,2%, o subtipo F1 4,2%, o subtipo C 2,1%, o mosaico 

F1PR/BRT 8,3% e o mosaico BPR/F1RT 6,3%. Entre os pacientes MDR, foram identificados o 

mosaico F1PR/BRT/F1ENV (n=1) e o subtipo BPR/BRT/BENV (n=13). As mutações de resistência ao 

T-20, G36E, N42T e N43S, foram observadas em 3 pacientes MDR. No grupo das gestantes, 

nenhuma apresentou mutação de resistência primária. Entre 42 gestantes em tratamento ARV, 

16,7% apresentaram isolados do HIV-1 com mutações de resistência aos ARVs: NRTI (n=2), 

NRTI+NNRTI (n=2), IP+NTRI (n=2) e IP+NRTI+NNRTI (n=1). Em relação aos subtipos do HIV-1 

nos genes env gag/PR TR, 66,2% foram do subtipo B, 3,9% subtipo C e 6,5% subtipo F1. Os 

dados desse estudo do Centro-Oeste do Brasil mostram grande diversidade genética com 

significativa proporção de recombinantes BF1 e a co-circulação de subtipos B, F1 e C. Além 

disso, esses dados mostram que pacientes virgens de tratamento e em terapia ARV, incluindo 

gestantes, podem se beneficiar da genotipagem do HIV-1 para resistência aos ARVs, para 

melhorar a conduta clínica e a terapia de resgate, que também são importantes para o controle 

da transmissão do HIV-1. 

 



 19 

ABSTRACT 

 

HIV-1 resistance to antiretroviral (ARV): nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI), non-

nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI), protease inhibitors (PI) and new ARV 

classes, like enfurvitide (T-20), represents a challenge for sustainable virological and 

immunologic responses. This study describes the prevalence of primary and secondary HIV-1 

drug resistance and subtypes circulating in Central West Brazil. HIV-1 phylogenetic diversity and 

ARV resistance mutations were assessed among 97 ARV naïve patients, 48 ARV experienced 

patients and 77 HIV-1 pregnant women from Goiânia/GO. Protease (PR), partial reverse 

transcriptase (RT) and gp41 genes were amplified and sequenced from plasma RNA. HIV-1 pol 

subtypes were assigned by phylogenetic analysis and env/gag subtypes were identified by 

heteroduplex mobility analysis (HMA). ARV resistance mutations were analyzed by Stanford 

University Database, Internacional AIDS Society, Los Alamos Database and other sources. 

Among ARV naïve patients, primary drug resistance ranged from 8-10%. IP (n=2), NRTI (n=3), 

NRTI (n=1), IP+NRTI (n=1) e NRTI+NNRTI (n=3). Subtype B represented 82.5%, subtype F1 

6.2%, subtype C 3.1%, BPR/F1RT 7.2% and one sample was F1PR/CBRT mosaic. Among ARV 

experienced patients, secondary drug resistance was 79%: NRTI (n=1), NNRTI (n=1), PI+NRTI 

or NRTI+NNRTI (n=20), PI+NRTI+NNRTI (n=16, considered multidrug resistant-MDR). In the 

HIV-1 pol gene, subtype B represented 79.2%, subtype F1 4.2%, subtype C 2.1%, F1PR/BRT 

8.3% and BPR/F1RT 6.3%. Among MDR patients, the mosaic F1PR/BRT/F1ENV (n=1) and subtype 

BPR/BRT/BENV (n=13) were identified. G36E, N42T and N43S T-20 resistance mutations were 

observed in 3 MDR patients. In the group of pregnant women, none had primary drug resistance 

mutations. Among 42 ARV experienced pregnant women, 16.7% presented HIV-1 isolates with 

drug resistance mutations: NRTI (n=2), NRTI + NNRTI (n=2), PI + NTRI (n=2) and 

PI+NRTI+NNRTI (n=1). Regarding HIV-1 subtypes in env gag/PR RT genes, 66.2% were 

subtype B, 3.9% subtype C and 6.5% subtype F1. This data from Central West Brazil show 

extensive genetic diversity with a significant proportion of distinct BF1 recombinants and the co-

circulation of subtypes B, F1 and C. Moreover this data show that ARV naïve and ARV 

experienced patients, including pregnant women, can benefit from genotyping for ARV drug 

resistance, to improve clinical management and salvage therapy, which are also important to 

control HIV-1 transmission. 
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APRESENTAÇÃO 

 

Meu interesse pela ciência despertou-se cedo, logo durante o ensino 

fundamental, através das aulas de ciências. Em seguida, no ensino médio, a grande 

afinidade com a área da biologia humana influenciou a minha escolha pelo curso de 

graduação em Biomedicina. 

Em 1999, entrei na faculdade para o curso de Biomedicina na Universidade 

Católica de Goiás (UCG/GO), mas somente em 2002, ao iniciar o 5º período do curso, 

uma disciplina intrigante e fascinante me chamou a atenção: a Imunologia. 

No outro ano, procurei me informar sobre laboratórios de pesquisas na área de 

Imunologia e então, iniciei um estágio no Laboratório de Citocinas e Imunologia das 

Leishmanioses do Prof. Dr. Milton Oliveira do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública da Universidade Federal de Goiás (IPTSP/UFG). A princípio, fui integrada ao 

projeto de pesquisa “Interações entre Leishmania e Células da Linhagem Mielóide 

Relacionadas com a Produção de IL-12”. No ano de 2004, já com o curso superior 

concluído, iniciei o Mestrado com orientação do Prof. Dr. Milton Oliveira e co-orientação 

da Profa. Dra. Glória Lima, da Universidade de São Paulo (USP/SP) e bolsa financiada 

pela Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES). 

No começo do ano de 2006, com o Mestrado já concluído, enquanto dava aulas 

como professora substituta em Imunologia no IPTSP/UFG preocupava-me em fazer 

Doutorado. Dada a concepção de que a vida acadêmica é de fato a minha prática, não 

poderia deixar de desenvolver a pesquisa, em nível de Doutorado, objetivando 

acrescentar novos conhecimentos à formação de professor. Passei por momentos de 

dúvidas e hesitações, quanto à definição da pesquisa a ser desenvolvida por mim. 

Entretanto, a proposta de orientação da Profa. Dra. Mariane Stefani para trabalhar com 
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o projeto “Genotipagem do HIV-1 para Resistência a Antirretrovirais” e colaboração em 

projetos de pesquisa envolvendo hanseníase, superavam as minhas expectativas. No 

segundo semestre de 2006, iniciei o Doutorado com bolsa financiada pelo Conselho 

Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq). Durante esse tempo, 

realizei treinamentos nos renomados laboratórios de pesquisa em HIV: Laboratório de 

Retrovirologia do Prof. Dr. Ricardo Dias da Universidade Federal de São Paulo 

(UNIFESP/SP) e Laboratório de Genética do Prof. Dr. Amilcar Tanuri da Universidade 

Federal do Rio de Janeiro (UFRJ/RJ). 

Portanto, este trabalho de conclusão de Doutorado apresentado em formato de 

artigos e manuscrito científicos, constitui uma das linhas de pesquisa do Laboratório de 

Imunologia da Aids e da Hanseníase que investiga a diversidade genética do HIV-1 e 

mutações associadas à resistência primária e secundária aos antirretrovirais em 

pacientes da região Centro-Oeste do Brasil. A primeira parte do trabalho inclui uma 

revisão da literatura sobre a prevalência de resistência primária e secundária do HIV-1 

aos antirretrovirais no Brasil. 

O artigo 1 descreve a diversidade filogenética do HIV-1, o perfil e a prevalência 

de mutações de resistência primária aos antirretrovirais. Este estudo foi baseado em 

análise de sequências gênicas da protease e da transcriptase reversa do HIV-1 de 

pacientes virgens de tratamento recrutados no Hospital de Doenças Tropicais/Anuar 

Auad em Goiânia/Goiás. 

O artigo 2 descreve o perfil e a prevalência de mutações de resistência 

secundária aos antirretrovirais baseada em análise de sequências gênicas da protease 

e transcriptase reversa do HIV-1. O grupo de estudo foi constituído de pacientes sob 

terapia antirretroviral recrutados no Hospital de Doenças Tropicais/Anuar Auad em 

Goiânia/Goiás. Entre pacientes com isolados do HIV-1 multiresistentes foi sequenciado 
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a gp41 no gene do envelope viral, para avaliar a presença de mutações associadas à 

resistência ao inibidor de fusão, enfurvitida (T-20). 

O manuscrito 3 descreve o perfil e a prevalência de mutações de resistência 

primária e secundária aos antirretrovirais baseada em análise de sequências gênicas 

da protease e transcriptase reversa do HIV-1 de gestantes recrutadas no Hospital 

Materno Infantil em Goiânia/Goiás. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Vírus da Imunodeficiência Humana - Estrutura e Característica Genômica 

 

O vírus da imunodeficiência humana (Human Immunodeficiency Virus, HIV), um 

retrovírus da família Retroviridae do gênero Lentivirus é o agente etiológico da 

síndrome da imunodeficiência adquirida (Acquired Immunodeficiency Syndrome, aids) 

(Barré-Sinoussi et al. 1983). 

Existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. Essa distinção é feita em função de 

diferenças na organização do genoma e nas suas relações filogenéticas com outros 

lentivírus de primatas. O HIV-1 é o responsável pela pandemia de HIV e foi identificado 

em 1983 em um paciente que apresentava linfadenopatia generalizada (Barré-Sinoussi 

et al. 1983, Gallo et al. 1983). O HIV-2 foi identificado no oeste da África onde se 

concentram os casos e, esporadicamente descrito em outras regiões como Portugal, 

Índia, Coréia e Filipinas (Hu et al. 1996). Apesar dos dois tipos de HIV apresentarem as 

mesmas vias de transmissão, ambos possuem potenciais patogênicos diferentes. O 

HIV-1 mantém níveis maiores de viremia e mostra maiores taxas de transmissão que o 

HIV-2. O HIV-2 apresenta progressão mais lenta para aids (Marlink et al. 1994). 

A estrutura de uma partícula viral madura do HIV-1 (vírion) tem formato esférico 

de 100 a 120 nanômetros (nm) de diâmetro e é composta por um envelope viral 

constituído de bicamada lipídica derivada da membrana da célula hospedeira (Figura 

1). O envelope viral apresenta um complexo de proteínas tetraméricas constituído de 

duas subunidades associadas não covalentemente: a glicoproteína (gp) de 120 

kilodaltons (kD) denominada gp120, que é uma proteína de envelope viral externa e a 

gp41, uma proteína de envelope viral transmembrânica. Internamente ao envelope, 
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encontram-se a proteína matriz, p17 e o capsídeo viral composto pela proteína p24. O 

nucleocapsídeo é composto pelas proteínas p7/p9, o genoma diplóide de duas fitas 

simples de ácido ribonucléico (RNAs) idênticas e três enzimas virais: protease (PR), 

transcriptase reversa (TR) e integrase (IN) (Barré-Sinoussi 1996, Wyatt et al. 1998). 

 

Figura 1.  Estrutura do HIV-1. 

(Adaptada de Karlsson et al. 2008). 

 

O genoma do HIV-1 tem 9,2 kilobases (kb) de comprimento e é constituído de 3 

genes estruturais (env, gag e pol), 2 genes reguladores (tat e rev) e 4 genes acessórios 

(nef, vif, vpu e vpr) (Barré-Sinoussi 1996) (Figura 2). Repetições terminais longas 

(LTRs) se localizam em cada extremidade do genoma e regulam a integração do 

genoma viral no genoma do hospedeiro, a expressão de genes virais e sua replicação. 

O gene gag codifica a proteína matriz (p17), a proteína principal do capsídeo (p24) e as 

proteínas do nucleocapsídeo (p7/p9). As enzimas PR (p10), TR (p51) e a IN (p32) são 
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codificadas pelo gene pol. E as proteínas do envelope viral, gp120 e gp41, são 

codificadas pelo gene env (Peng et al. 1989). 

As proteínas reguladoras e acessórias do vírus HIV-1 possuem diferentes 

funções na replicação viral. A proteína tat regula positivamente a transcrição do 

promotor viral na região U3 das LTRs através de sua associação aos RNAs  

recém-transcritos. A proteína rev promove a saída de RNAs mensageiros (RNAm), 

processados ou não, do núcleo para o citoplasma para tradução de novas proteínas de 

env, gag e pol. Na ausência do gene rev nenhuma proteína estrutural pode ser 

codificada. A proteína nef está envolvida na replicação do HIV-1 in vivo. As proteínas 

tat, rev e nef não são incorporadas dentro das partículas virais, mas, são os primeiros 

componentes a serem produzidos pelo processamento do RNAm (Rosen et al. 1990, 

Barré-Sinoussi 1996). As proteínas vif e vpu estão envolvidas na infectividade dos 

vírions em células não infectadas e na liberação de vírions de células infectadas. A 

proteína vpr influencia a replicação viral em células que não estão em divisão (Lake et 

al. 2003). 

 

 

 

 

Figura 2.  Genoma do HIV-1. 

(Adaptada de Sierra et al. 2005) 
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1.2 Ciclo Replicativo do HIV-1 

 

A entrada do vírus HIV-1 na célula do hospedeiro ocorre pela interação de 

domínios variáveis da gp120 à molécula CD4, que é o receptor primário e está presente 

em macrófagos, células dendríticas e linfócitos T. Essa interação promove modificações 

conformacionais na molécula da gp120 que expõe novos sítios de ligação aos 

receptores de quimiocinas, que são considerados receptores secundários ou co-

receptores (Figura 3). 

Figura 3.  Ciclo Replicativo do HIV-1. 

(Adaptada de www.tibotec.com) 

  

Vários co-receptores para o HIV-1 foram descritos e os mais importantes são o 

CCR5 e o CXCR4. O co-receptor CCR5 está presente em macrófagos e células 
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dendríticas e o co-receptor CXCR4 é expresso em linfócitos T CD4+. O vírus determina 

a escolha do co-receptor celular, sendo este o evento denominado de tropismo viral. O 

vírus monotrópico utiliza um único co-receptor para infectar uma célula, ou seja, ou o 

co-receptor CCR5, conhecido como vírus R5-trópicos ou o co-receptor CXCR4, 

conhecido como vírus X4-trópicos. Existem também linhagens virais duotrópicas que 

utilizam simultaneamente os dois receptores (Berger et al. 1999). Na maioria das vezes, 

em estágios iniciais da infecção, predominam vírus R5-trópicos e em estágios finais da 

infecção acontece mudança de tropismo e consequentemente do co-receptor, com 

predomínio de vírus X4-trópicos (Busch et al. 1997). Por serem indutores de sincício, 

diferentemente dos vírus R5-trópicos, os vírus X4-trópicos são mais patogênicos in 

vitro. Essa mudança de tropismo viral coincide com sintomas de aids e pode indicar 

mau prognóstico e progressão rápida da doença, caracterizada por redução significativa 

de linfócitos T CD4+ (Doms & Peiper et al. 1997, Zhang et al. 1998). 

Após a interação dos sítios de ligação da gp120 aos co-receptores, ocorre 

formação de um complexo intermediário que promove o deslocamento da gp120 e da 

gp41, seguindo uma série de mudanças conformacionais na gp41, que resulta na 

exposição da sua região hidrofóbica amino-terminal, rica em glicina, conhecida como 

peptídeos de fusão (Figura 4). Os peptídeos de fusão inserem-se na bicamada lipídica 

da célula do hospedeiro e em seguida forma-se um complexo de seis α-hélices do tipo 

coiled-coil (“bobina enrolada”) das regiões hepta repetidas da gp41, conhecidas como 

HR1 e HR2. O emparelhamento da HR1 com a HR2 gera uma forma retrátil da gp41, 

que promove aproximação e contato entre a membrana celular e a viral, formação de 

poros de fusão e liberação do capsídeo viral no citoplasma da célula hospedeira (Chan 

et al. 1998, Broder 1999). 
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Figura 4.  Fusão do Envelope do HIV-1 e a Membrana da Célula Hospedeira. 

 (Adaptada de www.uhaweb.hartford.edu) 

 

Nesta etapa ocorre ativação da enzima TR viral responsável pela transcrição do 

RNA viral em DNA complementar (cDNA) gerando inicialmente um híbrido RNA-DNA. 

Em seguida, o cDNA é duplicado e transportado para o núcleo a partir de complexos de 

pré-integração (PICs), quando então a enzima IN promove a integração estável do 

cDNA viral no genoma da célula hospedeira. O genoma viral integrado ao genoma da 

célula hospedeira é denominado “provirus”. O DNA proviral integrado ao genoma da 

célula servirá de molde para a geração de RNA genômicos e mensageiros quando a 

célula infectada for ativada e começar a transcrever seus próprios genes (Barré-

Sinoussi 1996, Frankel et al. 1998). 

A transcrição do gene do HIV-1 é realizada através da RNA polimerase celular, 

contudo, sua expressão é dependente do estado de ativação da célula infectada. A 

célula infectada pode ser ativada por antígenos ou citocinas, como por exemplo, a 

fitohemaglutinina (mitógeno), a interleucina 2 (IL-2), o fator de necrose tumoral (TNF) e 

a linfotoxina que, estimulam a transcrição de genes do HIV-1 (Freed 2001). Entretanto, 

poucas moléculas de RNAm são realmente sintetizadas, pois o complexo da polimerase 

geralmente cessa antes do RNAm ser completado. As RNA polimerases são 

geralmente incapazes de transcrever sequências maiores que algumas centenas de 
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nucleotídeos. Desse modo, a proteína viral tat liga-se ao RNAm incipiente e aumenta a 

capacidade de processamento da RNA polimerase em centenas de vezes, o que 

permite que a transcrição se complete para a produção de um RNAm viral funcional. A 

expressão dos genes virais pode ser dividida em um estágio inicial, cujo produto 

precoce são os genes reguladores e acessórios (rev, tat e nef) e um estágio final, 

quando os genes estruturais (env, gag e pol) são expressos e os genomas virais são 

acumulados. A proteína rev é a responsável por promover a mudança da expressão do 

gene de inicial para final (Antoni et al. 1994, Swanson et al. 2004). 

O produto do gene pol é uma proteína precursora, sequencialmente clivada para 

formar as enzimas TR, PR e IN. O gene gag codifica uma proteína de 55 kD que é 

proteoliticamante clivada em polipeptídeos p24, p17 e p15 pela ação da PR viral. O 

produto primário do gene env é a gp160 clivada por uma protease celular dentro do 

retículo endoplasmático gerando as proteínas gp120 e gp41. A formação de novos 

vírions ocorre através do empacotamento das proteínas funcionais e do RNA viral. Em 

seguida, ocorre liberação dos vírions por brotamento a partir da membrana plasmática 

da célula infectada. Assim, milhares de novas partículas virais liberadas são capazes de 

infectar outras células, dando continuidade ao ciclo infeccioso (Barré-Sinoussi 1996, 

Freed 2001). 

 

1.3 Curso da Infecção pelo HIV-1 

 

A infecção pelo HIV-1 apresenta uma fase inicial chamada de síndrome da 

infecção retroviral aguda ou infecção primária, geralmente assintomática ou 

oligossintomática e com maciça replicação viral. Em alguns casos, a síndrome aguda 

do HIV-1 pode ser acompanhada de uma síndrome viral inespecífica, que inclui vários 

10 



 30 

sinais e sintomas autolimitados, que desaparecem em média em 12 dias. Entretanto, 

sinais e sintomas clínicos mais exuberantes podem se manifestar, caracterizados por 

febre, astenia, exantema máculo-papular, linfadenopatia, fotofobia e odinofagia (Kahn 

et al. 1998, Pope & Haase 2003). 

Nesta fase inicial da infecção dependendo do sítio de exposição ao vírus, 

linfócitos T CD4+ e monócitos sanguíneos ou linfócitos T CD4+ e macrófagos de 

mucosa são as primeiras células infectadas. Em sítios de penetração do vírus, as 

células dendríticas no epitélio capturam os vírus e migram para os linfonodos 

drenantes promovendo a disseminação inicial do HIV-1 para os tecidos linfóides 

(Piguet & Blauvelt 2002). 

À medida que a infecção avança, o sistema imunológico adaptativo monta 

respostas imunológicas do tipo humoral e celular, dirigidas contra os antígenos virais. 

Essas respostas controlam parcialmente a infecção e a produção viral. Esse controle é 

refletido por uma queda expressiva da viremia após a fase aguda e ativação da 

resposta imune quando a viremia atinge um patamar bastante variável, de paciente 

para paciente, mas, ainda assim, é detectável em período de 12 semanas após a 

exposição primária (Moss et al. 1989, Borrow et al. 1994). 

Níveis mais baixos de carga viral atingido logo após o período inicial de infecção 

têm grande valor prognóstico quanto à evolução para a doença sintomática. Esse dado 

tem motivado alguns pesquisadores a preconizarem o tratamento antirretroviral (ARV) já 

na fase aguda de infecção. Nessa fase, como a resposta imune específica contra o  

HIV-1, ou seja, o repertório de linfócitos T CD4+ encontra-se preservado, o tratamento 

precoce diminuiria o risco de imunossupressão (Schacker et al. 2000). Porém, não se 

conhece em longo prazo qual seria o impacto do tratamento na fase aguda da infecção 

pelo HIV-1 (Smith et al. 2004). 
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Durante a fase assintomática da infecção, o sistema imune permanece 

competente para lidar com a maioria das infecções, e consequentemente pouca ou 

nenhuma manifestação clínica da infecção pelo HIV-1 é observada. Assim, essa fase 

da doença é chamada de fase de latência clinica do HIV-1 (Geskus et al. 2007). 

Durante esse período, que pode durar de 2 a 10 anos, a replicação viral é mantida nos 

orgãos linfóides. Entretanto, apesar da ausência de sintomas durante essa fase, ocorre 

destruição lenta e gradativa de linfócitos T CD4+, macrófagos e células dendríticas 

(Pantaleo et al. 1993, Brenchley et al. 2006). 

Ao final do período de latência clínica, além do ciclo contínuo de infecção e do 

declínio constante no número de linfócitos T CD4+ nos tecidos linfóides surgem danos 

nas mucosas, principalmente da superfície da mucosa gastrointestinal (Nowak et al. 

1997, Kahn et al. 1998, Pope et al. 2003). Consequentemente, a microbiota intestinal 

pode translocar-se do lúmen intestinal para outros órgãos, caracterizando a 

translocação microbiana. A translocação microbiana estimula a ativação do sistema 

imune e pode indicar a progressão da doença (Brenchley et al. 2006). Na ausência de 

tratamento, a replicação viral pode acelerar, a contagem de linfócitos T CD4+ pode cair 

abaixo de 200 células/mm3 e manifestações clínicas devido às infecções oportunistas 

também podem aparecer. Nesse momento, a doença evolui para a fase sintomática, a 

aids, e em pacientes imunossuprimidos a taxa de destruição do sistema imune e o grau 

de imunodeficiência podem provocar a morte na ausência de terapia ARV (Margolicket 

al. 1998, Simon et al. 2006). 

O prognóstico da doença e a indicação de início de terapia ARV podem ser 

monitorados e estimados mediante contagem de linfócitos T CD4+ e quantificação da 

carga viral plasmática do HIV-1 (Mellors et al. 1997). 
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1.4 Diversidade Genética do HIV-1 

 

Uma das características mais marcantes do HIV-1 é o seu extraordinário 

polimorfismo genético. Tal polimorfismo tem sido atribuído à alta taxa de erros de 

incorporações de nucleotídeos da TR viral que leva a substituições, deleções e 

inserções no momento da transcrição do RNA em cDNA. Como nessa etapa não 

existem mecanismos que promovam a correção da leitura durante o processo de 

replicação viral, essas alterações levam à produção de vírus com mutações. Algumas 

dessas mutações podem gerar vírus com proteínas não funcionais, no entanto, outras 

podem gerar vírus com mutações que lhes permitam escapar da resposta do sistema 

imune, podendo até conferir resistência aos medicamentos (Pulsinelli et al. 1991).  

Um segundo fator importante para diversidade viral é o rápido turnover do vírus 

in vivo: na ordem de 1010 vírions produzidos por dia e uma alta taxa replicativa de 

aproximadamente 300 ciclos por ano (Bebenek et al. 1989, Roberts et al. 1989).  

Uma terceira causa de diversidade é o fato da interação entre a enzima TR e a 

fita molde de RNA ser de baixa afinidade, possibilitando a enzima TR “saltar” de uma 

fita de RNA para outra gerando uma fita complementar com alterações e 

consequentemente vírus recombinantes. Sendo assim, a recombinação viral pode 

ocorrer quando dois ou mais subtipos genéticos do HIV-1 iguais ou diferentes infectam 

simultaneamente a mesma célula. Quando a TR “salta” entre os diferentes transcritos 

de RNA e faz a leitura nas duas fitas, gera uma nova sequência de DNA proviral 

recombinante entre os dois genomas (Goodrich et al. 1990, Hu et al. 1990, Stuhlmann 

et al. 1992).  

A alta frequência de recombinação gênica, juntamente com a alta taxa de 

mutação da TR do HIV-1 resultam em uma população com inúmeras variantes virais 
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mutantes não idênticas, mas proximamente relacionadas. Essas variantes virais em 

contínua mutação genética, competição e seleção são denominadas quasispecies 

(Goodenow 1989, Domingo et al. 1998).  

Desta forma, variantes virais com mutações podem ser selecionadas e escapam 

dos efeitos neutralizantes dos anticorpos e das drogas antivirais disponíveis (Coffin 

1992). À essa variabilidade genética foi estabelecido um sistema de classificação do 

HIV-1 que o divide em grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes 

circulantes (CRFs) e formas recombinantes únicas (URFs) (Robertson et al. 2000). 

O HIV-1 é classificado em três grupos filogenéticos principais, de acordo com a 

sequência de nucleotídeos: o grupo M (major), o grupo O (outlier) e o grupo N (new ou 

non-M/non-O). O grupo M é o mais prevalente no mundo e é subdividido em nove 

subtipos virais: A, B, C, D, F, G, H, J e K, e quatro sub-subtipos do subtipo A: A1, A2, 

A3 e A4 e dois sub-subtipos do subtipo F: F1 e F2, todos originados na África Central 

(Thomson et al. 2002, Meloni et al. 2004, Vidal et al. 2006). O grupo O do HIV-1 tem 

uma maior prevalência na África Central e casos isolados na Europa e Américas foram 

descritos. O grupo N do HIV-1 é restrito ao centro oeste africano (Robertson et al. 2000, 

Thomson et al. 2002). 

A diversidade genética de aminoácidos do gene env entre os subtipos do grupo 

M varia de 25 a 35%, enquanto que, do gene gag é em torno de 15% (Thompson et al. 

2002). A região pol é duas a três vezes mais conservada que env, pois, codifica as 

enzimas do HIV-1, que são críticas no ciclo replicativo e, portanto mutações nesta 

região podem gerar vírus não funcionais (Spira 2003). 

Em pacientes co-infectados simultaneamente ou subsequentemente, dois vírions 

de diferentes subtipos podem infectar uma mesma célula. Os eventos de recombinação 

entre os diferentes subtipos têm contribuído de forma significativa para o aumento da 
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diversidade viral. Durante os eventos de recombinação, a TR realiza a troca da fita 

molde para leitura, resultando em um mosaico genômico de dois ou mais subtipos, que 

podem constituir CRFs e ou URFs. 

Para nomear uma forma híbrida como uma CRF é preciso demonstrar 

sequências idênticas no genoma completo viral (Full-lenght) de dois indivíduos sem 

vínculo epidemiológico e em um terceiro indivíduo com sequenciamento do genoma 

quase completo (Near Full-lenght) desde que os 3 indivíduos não apresentem vínculo 

epidemiológico. As CRFs são designadas por um número, segundo a sua ordem de 

isolamento, seguido do nome dos subtipos parentais. Até o momento, 43 CRFs do HIV-

1 foram reconhecidas. Quando o HIV-1 recombinante envolve mais de três subtipos 

genéticos distintos, a CRF recebe a denominação cpx (complexa) (Robertson et al. 

2000, Nájera et al. 2002; Los Alamos 2008). Dentro da categoria das URFs encontram-

se as cepas de vírus recombinantes que não constituem classe ou grupo filogenético 

definidos, identificados em apenas um indivíduo ou em um grupo de indivíduos com 

vínculo epidemiológico (Robertson et al. 2000, Thompson et al. 2002). 

Em escala global, as formas genéticas mais prevalentes do HIV-1 são o subtipo 

C, responsável por mais de 50% das infecções, o subtipo A e CFR02_AG (17%), que 

ocorrem principalmente nas regiões oeste e centro-oeste da África. O subtipo B 

representa 10% dos casos e é prevalente em países da América do Norte, América 

Latina e Europa (Requejo 2006, Hemelaar et al. 2006). 

Em geral, no Brasil, resultados dos estudos sobre a diversidade genética do  

HIV-1 mostram predomínio do subtipo B, seguido do subtipo F1 e subtipo C além da 

presença de recombinantes B/F e B/C (Brindeiro et al. 2003, Soares et al. 2003, Brígido 

et al. 2005, Sá-Filho et al. 2005, Sá-Filho et al. 2006, Stefani et al. 2007, Guimarães et 

al. 2008). Na região sudeste, onde concentra a epidemia de aids no Brasil, o subtipo B 
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é o mais prevalente, seguido de recombinantes B/F e casos isolados do subtipo A e 

subtipo D (Guimarães et al. 2001, Guimarães et al. 2002, Sá-Filho et al. 2005, Couto-

Fernandez et al. 2006, Sá-Filho et al. 2006, Sanabani et al. 2006). Na região sul, o 

subtipo C do HIV-1 é o mais prevalente, diferindo das outras regiões geográficas do 

país, seguido dos subtipos B, subtipo F e o recombinante B/C (Soares et al. 2003, 

Soares et al. 2005, Santos et al. 2007). Na região norte e nordeste, o subtipo B é o mais 

prevalente seguido do subtipo F (Vicente et al. 2000, Gadelha et al. 2003, Medeiros et 

al. 2006, Cavalcanti et al. 2007). Na região centro-oeste, o subtipo B é o mais 

prevalente, seguido do subtipo F, C e recombinante B/F (Cerqueira et al. 2004a, 

Cerqueira et al. 2004b, Pereira et al. 2004, Pereira et al. 2006, Stefani et al. 2007). 

Essa alta diversidade na distribuição dos subtipos do HIV-1 reforça a importância 

de constantes pesquisas para o monitoramento da diversidade e disseminação do vírus 

em diferentes regiões do mundo. Esse entendimento pode auxiliar ações de controle da 

epidemia e de tomada de decisões de políticas de saúde pública em relação à 

prevenção e tratamento da infecção. 

 

1.5 Estratégias Terapêuticas para o Tratamento da I nfecção pelo HIV-1 

 

O tratamento da infecção pelo HIV-1 mediante uso de ARVs tem como objetivos 

a redução da carga viral para prolongar a sobrevida dos pacientes sem o surgimento de 

doenças oportunistas relacionadas a aids e a redução da transmissão do HIV (Detels et 

al. 1998). 

O Brasil foi o primeiro país em desenvolvimento a constituir um programa 

governamental de controle do HIV/aids com acesso gratuito a ARV. Em novembro de 

1996, o governo brasileiro publicou a lei nº 9.313 que garantiu acesso universal à 
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terapia ARV para todos os cidadãos brasileiros com aids e que tenham indicação de 

recebê-lo, conforme as recomendações terapêuticas vigentes no Brasil (Brasil 2008). 

A maioria das drogas ARVs em uso para o tratamento da infecção pelo HIV tem 

como alvos as enzimas TR e PR, codificadas pelo gene pol, que agem impedindo 

etapas chave do ciclo replicativo, tais como a produção do cDNA e a maturação viral, 

respectivamente. A pesquisa de novos medicamentos para o tratamento ARV tem 

resultado em drogas ARV contra alvos que interferem em diferentes etapas do ciclo 

replicativo do HIV. Dentre eles, são os inibidores de entrada (IE) e os inibidores da IN. 

Várias outras drogas estão em constante desenvolvimento, não só devido ao 

surgimento de resistência as drogas atuais, mas também a procura de uma melhor 

qualidade de vida para os indivíduos infectados pelo HIV. 

 

1.5.1 Inibidores da Transcriptase Reversa Análogos a Nucleosídeos e 

Nucleotídeos 

 

 

Os inibidores da TR (ITR) análogos a nucleosídeos e nucleotídeos (Nucleotide 

and Nucleoside Analogs Reverse Transcriptase Inhibitors, NRTI) são inibidores 

competitivos da enzima TR. Esses inibidores competem com os nucleosídeos 

fisiológicos (adenosina, citosina, timidina e guanosina), atuando como substratos 

alternativos ou “falsos blocos”. Esses diferem dos nucleosídeos fisiológicos em uma 

simples alteração na molécula de açúcar, ou seja, carecem do grupo hidroxila (OH) no 

carbono 3 do açúcar. Os análogos a nucleosídeos são endocitados, fosforilados em 

derivados trifosfatos (3 etapas de fosforilação) e desse modo, convertem-se em 

metabólicos ativos. Como as pontes de fosfodiésteres não podem ser formadas para 
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estabilizar a dupla cadeia de DNA, ocorre o impedimento da adição de outros 

nucleotídeos abortando a transcrição e, consequentemente, a síntese de DNA (Robbins 

1998) (Figura 5).  

 

Figura 5. Mecanismo de Ação dos Inibidores da Transcriptase Reversa Análogos a 

Nucleosídeos e Nucleotídeos. 

(Adaptada de Richman 2001) 

 

Os análogos a nucleotídeos atuam de modo semelhante, contudo, já vem pré-

fosforilados, necessitando de uma etapa a menos de fosforilação. Desse modo, os 

análogos a nucleotídeos são ativados intracelularmente somente através de 2 etapas 

de fosforilação (Shafer 2002). Os NRTI atualmente disponíveis no Brasil estão descritos 

na tabela 1. 
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Tabela 1. Antirretrovirais Disponíveis no Brasil. 

NRTI NNRTI IP IE IN 

Didanosina (ddI) Efavirenz (EFV) Amprenavir (APV) Enfurvitida (T-20) Raltegravir 

Tenofovir (TDF) Nevirapina (NVP) Atazanavir (ATV)   

Abacavir (ABC)  Darunavir (DRV)   

Estavudina (d4T)  Fosamprenavir (FPV)   

Lamivudina (3TC)  Indinavir (IDV)   

Zidovudina (AZT)  Lopinavir (LPV)   

  Ritonavir (RTV)   

  Saquinavir (SQV)   

 

NRTI: Inibidores da Transcriptase Reversa Análogos a Nucleosídeos e Nucleotídeos, NNRTI: Inibidores 

da Transcriptase Reversa Não Análogos a Nucleosídeos, IP: Inibidores da Protease IE: Inibidores de 

Entrada, IN: Inibidores da Integrase. 

 

1.5.2 Inibidores da Transcriptase Reversa Não Análo gos a Nucleosídeos  

 

Os ITR não análogos a nucleosídeos (Non-Nucleoside Analogs Reverse 

Transcriptase Inhibitors, NNRTI) são inibidores não competitivos da enzima TR e se 

ligam diretamente ao sítio ativo da enzima TR em uma região hidrofóbica próxima do 

local de ligação do substrato para os nucleosídeos. Os complexos resultantes 

bloqueiam o local de ativação e catalisação da TR, diminuindo a ligação a poucos 

nucleosídeos e reduzindo drasticamente a polimerização, provocando a interrupção da 

síntese de DNA (Figura 6). Ao contrário dos NRTI, os NNRTI não requerem ativação 

intracelular (Esnouf et al. 1997). Os NNRTI atualmente disponíveis no Brasil estão 

descritos na tabela 1. 
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Figura 6. Mecanismo de Ação dos Inibidores da Transcriptase Reversa Não Análogos a 

Nucleosídeos. 

(Adaptada de Richman 2001) 

 

1.5.3 Inibidores da Protease  

 

A PR do HIV-1 processa a poliproteína viral gag-pol em subunidades funcionais. 

Devido ao seu tamanho limitado e seu substrato específico, a variabilidade genética do 

gene da PR é limitada, assim a sua função é preservada. Essas propriedades fazem 

com que a PR seja alvo de várias drogas ARVs. A inibição da PR previne a 

fragmentação proteolítica das poliproteínas e a maturação dos vírions e leva à liberação 

de partículas virais que são incapazes de infectar novas células (Figura 7) (Clavel & 

Hance 2004). Com o conhecimento da estrutura molecular da PR do HIV-1, os 

inibidores da PR (IP) foram sendo modificados no sentido de se fixarem exatamente no 

sítio ativo da enzima (Eron 2001). Os IP atualmente disponíveis no Brasil estão 

descritos na tabela 1. 
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Figura 7. Mecanismo de Ação dos Inibidores da Protease. 

(Adaptada de Richman 2001) 

 

De acordo com o documento “Recomendações para Terapia Antirretroviral em 

Adultos Infectados pelo HIV/Ministério da Saúde, 2008” a terapia inicial deve sempre 

incluir combinações de dois NRTI associados a um NNRTI ou dois NRTI associado a 

um IP, reforçado com ritonavir (IP/r). A terapia ARV altamente ativa (HAART) é definida 

como a combinação de 3 ou mais drogas ARVs (Brasil 2008). 

 

1.5.4 Inibidores da Integrase 

 

Em 2007 foi aprovado o primeiro inibidor de IN, o raltegravir, aumentando o 

número de classes de ARVs disponíveis aos pacientes infectados como parte de 

terapia combinada (Nair & Chi 2007). 

A integração do genoma viral ao DNA da célula hospedeira necessita de duas 

etapas. Na primeira etapa da integração, dois nucleotídeos são retirados das porções 
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terminais da fita de DNA viral e na segunda, o DNA viral é inserido no genoma do 

hospedeiro, passo este denominado transferência de fita e etapa inibida pelo raltegravir. 

O raltegravir interage com metais divalentes que estão dentro do sítio ativo da IN do 

HIV, impedindo assim a integração do DNA viral ao DNA da célula hospedeira (Figura 

8) (Hazuda et al. 2000). 

 

 

 

Figura 8. Mecanismo de Ação dos Inibidores da Integrase. 

(Adaptada de www.imunopaedia.org) 

 

1.5.5 Inibidores de Entrada  

 

Os IE do HIV nas células hospedeiras podem impedir a ligação do HIV ao 

receptor CD4 (inibidores de ligação), impedir a ligação aos co-receptores (antagonistas 

dos co-receptores) e finalmente impedir a fusão do vírus com a célula (inibidores da 

fusão). Desse modo, as três classes de fármacos, designados inibidores da ligação, 

antagonistas dos co-receptores e inibidores da fusão são atualmente denominados 

como IE do HIV na célula alvo (Figura 9). 
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Figura 9.  Mecanismo de Ação dos Inibidores de Entrada. 

(Adaptada de www.salvagetherapies.org) 

 

Atualmente, estão comercialmente disponíveis os antagonistas do co-receptor 

CCR5, maraviroc e vicriviroc e o inibidor de fusão, enfurvitida ou T-20.  

Os antagonistas de co-receptor têm como mecanismo de ação a inibição do co-

receptor CCR5 e, portanto não possui atividade contra variantes virais com tropismo ao 

CXCR4 (Westby & van der Ryst 2005). Desse modo, os pacientes devem previamente 

fazer o teste de tropismo viral para terem conhecimento da elegibilidade para o uso 

desses fármacos. 

O T-20 é um peptídeo sintético de 36 aminoácidos lineares homólogos aos 

resíduos 127 a 162 na porção carboxila-terminal da região HR2 da gp41. Esse 

medicamento foi sintetizado a partir de um subtipo B do HIV-1 e possui ação contra a 

região HR1 da gp41.  

A fusão da membrana da célula hospedeira e a viral ocorre após as mudanças 

conformacionais da gp41 e a exposição dos peptídeos de fusão mediado pelo complexo 
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de seis α-hélices da HR1 e HR2 da gp41 (Figura 4). O T-20 adere-se à região HR1 da 

gp41, impedindo o emparelhamento desta com a região HR2 e a aproximação das 

membranas viral e celular, etapa essa fundamental para a entrada do capsídeo viral no 

citoplasma celular. Portanto, a adesão do T-20 à proteína gp41 não acontece na 

configuração natural da proteína, mas só ocorre quando esta se encontra na fase 

intermediária do processo de fusão (Cervia et al. 2003, Moore et al. 2003, Briz et al. 

2006).  

O tratamento com o T-20, maraviroc/vicriviroc e raltegravir é indicado para 

indivíduos “multiexperimentados”, ou seja, submetidos a vários esquemas de 

tratamento e apresentando vírus multiresistentes. 

 

1.6 Resistência do HIV-1 aos Antirretrovirais 

 

O tratamento ARV trouxe, em longo prazo, consequências adversas, como a 

resistência do HIV aos ARVs e a falha terapêutica. O quadro de resistências às drogas 

ARVs constitui um grande problema de saúde pública que limita a eficácia do 

tratamento ARV. 

A resistência do HIV é definida pela presença de mutações que reduzem a 

suscetibilidade do vírus às drogas ARVs, quando comparado ao vírus selvagem (Shafer 

2002). Pelo fato do HIV ser geneticamente variável, não existe uma cepa selvagem 

padrão. No entanto, para estudo de resistência às drogas ARVs, a nomenclatura das 

mutações é definida baseada nas diferenças dos aminoácidos de uma sequência de 

referência. A sequência de referência selecionada como protótipo de diversos estudos 

de resistência viral é a sequência HXB2 do subtipo B do HIV-1 (número de acesso ao 

GenBank, K03455), pois, essa sequência contém os aminoácidos mais comuns em 
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cada posição do subtipo B do HIV-1 (Korber et al. 1998). Para indicar uma mutação, 

usa-se a letra referente ao aminoácido consenso, seguido do número da posição do 

códon e da letra referente ao aminoácido da mutação. Por exemplo, a mutação M184V, 

significa que na posição do códon 184, o aminoácido metionina (M) do consenso foi 

substituído pelo aminoácido valina (V). Havendo mistura de mais de um aminoácido na 

mesma posição, em decorrência de quasispecies do HIV, as letras dos aminoácidos 

são incluídas, separadas por barras após o número da posição do códon (K103K/N) 

(Shafer 2002). 

As mutações associadas à resistência aos ARVs são classificadas como 

primárias ou principais e secundárias ou acessórias. As mutações principais situam-se 

no sítio ativo da enzima ou em local próximo a ele e alteram a ligação da droga ou 

inibem a atividade viral e consequentemente promovem redução de suscetibilidade a 

uma ou mais drogas. As mutações acessórias surgem para melhorar a capacidade 

replicativa do vírus já contendo uma mutação principal, ou seja, surgem para 

compensar a perda da atividade da enzima. Portanto, as mutações secundárias por si 

só não provocam efeito na suscetibilidade à droga. Porém, em alguns casos, quando 

associadas às mutações primárias podem reduzir a suscetibilidade à droga. Algumas 

mutações secundárias estão presentes como polimorfismos, ou seja, substituições que 

podem ocorrer frequentemente em vírus não expostos a pressão seletiva da droga 

(Shafer 2002, Spira 2003). 

Vários fatores contribuem para o surgimento de resistência aos ARVs como a 

falta de adesão ao tratamento, fatores farmacológicos, como, alteração na absorção, 

rápida eliminação da droga, penetração insuficiente dos ARVs em alguns reservatórios 

anatômicos do HIV-1, interações medicamentosas e transmissão de partículas virais 

que já carregam genes com mutações de resistência (Pierson et al. 2000, Ghosn et al. 

25 



 45 

2006). Logo, se a supressão viral pelos ARVs é incompleta, pode ocorrer seleção de 

variantes virais resistentes que sobrepujam as populações virais sensíveis. 

A resistência aos ARVs pode ser observada em pacientes que nunca fizeram uso 

prévio de tratamento e nestes casos é chamada de resistência primária. Quando a 

resistência ocorre em pacientes em uso de terapia ARV é denominada resistência 

secundária. A resistência primária emerge antes mesmo do uso da medicação ARV 

pelo paciente e isto pode ocorrer pela transmissão de cepas resistentes no momento da 

infecção. Alternativamente, e menos frequente, a resistência primária pode acontecer 

devido à geração espontânea de mutações em uma população de quasispecie do HIV-1 

que permaneceram em um indivíduo infectado. Já, a resistência secundária surge em 

decorrência da pressão seletiva exercida pelos ARVs. Indivíduos sob tratamento e que 

já fizeram uso de diferentes esquemas terapêuticos, tem maior probabilidade de 

falharem ao tratamento e apresentarem vírus com resistência secundária (Boden et al. 

1999). 

O surgimento de cepas resistentes selecionadas durante o tratamento pode 

comprometer o impacto positivo da terapia, pois, essas variantes escapam do efeito dos 

ARVs e podem ser transmitidas, comprometendo a eficácia dos regimes terapêuticos de 

primeira linha em pacientes virgens de tratamento. As Figuras 10 e 11 mostram as 

principais mutações no gene pol e env do HIV-1 associadas à resistência aos ARVs. 
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Figura 10.  Principais Mutações no Gene da TR Associadas à Resistência aos 

Antirretrovirais. 

(Johnson et al. 2008) 
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Figura 11.  Principais Mutações no Gene da PR, IN e env Associadas à Resistência 

aos Antirretrovirais. 

(Johnson et al. 2008) 
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1.7 Ensaios Utilizados na Detecção de Resistência V iral 

 

As mutações de resistência aos ARVs podem ser identificadas através de 

ensaios genotípicos, que medem indiretamente a susceptibilidade à droga e ensaios 

fenotípicos, que medem diretamente a susceptibilidade à droga. 

Os ensaios genotípicos (genotipagem) têm como objetivo identificar a resistência 

às drogas ARVs através das mudanças genéticas ocorridas no genoma viral, capazes 

de bloquear ou diminuir a eficiência com que os ARVs ligam-se as mesmas. Portanto, 

esse ensaio se dá de forma indireta. O método genotípico in house baseia-se no 

sequenciamento automatizado com terminadores dideoxinucleotídeos fluorescentes, 

descrito por Sanger e colaboradores (1977). A primeira etapa metodológica se baseia 

na reação em cadeia da polimerase (PCR) e na segunda etapa, o fragmento 

amplificado é sequenciado. Esse é o método mais utilizado, pois, sua vantagem deve-

se ao fato de acessar diretamente a sequência dos genes alvo de mutações de 

resistência. Após o sequenciamento automatizado do gene, uma minuciosa análise da 

sequência de nucleotídeos é realizada por comparação com a sequência de referência, 

reconhecidamente sensível às drogas utilizadas (Eshleman et al. 2004). 

Outros métodos de genotipagem utilizam kits comerciais como: “ViroSeqTM HIV-

1 Genotyping System (Celera Diagnostics)” e “TRUGENE HIV-1 Genotyping 

Kit/OpenGene DNA Sequencing System (Bayer Healthcare, US)”. 

O “ViroSeq HIV-1 Genotyping System” (Celera Diagnostics) é um sistema 

integrado de transcrição reversa, amplificação por PCR e sequenciamento para 

genotipagem da PR e TR do HIV-1 (Esheleman et al. 2004). O “Trugene HIV-1 

Genotyping Kit” também é um sistema integrado de transcrição reversa, amplificação 
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por PCR e etapa de sequenciamento conjugado (CLIP) à eletroforese do material 

sequenciado em gel de poliacrilamida (Grant et al. 2003). 

Outra metodologia genotípica é o sequenciamento por hibridização, que pode 

detectar mutações pontuais específicas nos genes da PR e TR do HIV-1 com potencial 

relevância clínica. O Inno-LIPA HIV-1 (Innogenetics, Ghent, Belgium) é um teste de 

hibridização reversa, que possui sondas para as principais mutações, fixadas em tiras 

de nitrocelulose. Produtos de transcrição reversa por PCR (RT-PCR) de isolados virais 

mutantes marcados com biotina são hibridizados. O complexo enzima-avidina e o 

substrato produzem uma mudança de cor nos locais da tira onde houve hibridização do 

produto com a sonda. Esse ensaio é mais barato e possui uma sensibilidade maior na 

detecção de mutações presentes em pequenas proporções de vírus circulantes. Como 

requer equipamentos simples de laboratório, é útil em áreas que ainda não têm acesso 

a sequenciadores sofisticados. Porém, trata-se de um ensaio limitado, porque, detecta 

apenas determinadas mutações e podem ocorrer falhas de hibridização resultando em 

erros de interpretação (Shafer 2002). 

Nos ensaios fenotípicos (fenotipagem), são utilizados pseudovírus com 

fragmentos do vírus do paciente por transfecção e depois são cultivados em presença 

de diferentes concentrações de certas drogas ARVs. Se na presença da droga o 

patógeno continua se replicando, é resistente a ela; se inibido, é sensível e a droga 

pode ser usada no tratamento do paciente em questão. Esses testes também medem a 

concentração da droga necessária para inibir em 50% (IC50) ou em 90% (IC90) a 

replicação viral (Petropoulos et al. 2000). Os isolados com perfil de resistência aos 

ARVs podem ser sequenciados para a identificação das mutações selecionadas pela 

droga. Para comprovar se a mutação realmente está associada à resistência, emprega-

se a técnica de mutagênese reversa. Essa metodologia laboratorial reverte as 
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mutações para o aminoácido do vírus selvagem e se o vírus voltar a ficar sensível, fica 

confirmada a importância da mutação (Shafer 2002). Os testes fenotípicos têm a 

vantagem de avaliar com maior fidelidade a sensibilidade do vírus frente a um ARV. 

Contudo, esses são considerados pouco viáveis pelo fato de serem metodologias 

trabalhosas e complexas.  

O ensaio de fenotipagem virtual é um teste quantitativo que prediz a 

suscetibilidade fenotípica do HIV aos ARVs, baseado na combinação da genotipagem e 

fenotipagem (Harrigan et al. 2001). Primeiro, o isolado viral em estudo é genotipado por 

meio do sequenciamento automatizado. Posteriormente, essa sequência viral 

genotipada é submetida a um banco de dados para comparação com outros resultados 

de genotipagem de várias sequências virais procedentes de outros pacientes expostos 

aos ARVs. O resultado de genotipagem que apresenta o perfil mais parecido com a 

sequência submetida é então identificado. Além disso, como cada resultado de 

genotipagem do banco de dados contém um resultado de fenotipagem correspondente, 

obtém-se por fim, um laudo no formato de um resultado de fenotipagem (virtual). 

Portanto, enquanto um teste de genotipagem clássico fornece uma resposta qualitativa, 

o ensaio de fenotipagem virtual, quantifica a perda da suscetibilidade. Esse ensaio pode 

ser útil para pacientes multiexperimentados apresentando vírus multiresistentes 

(Gallego et al. 2004). 

 

1.8 Resistência Primária aos Antirretrovirais 

 

Como a resistência do HIV-1 raramente ocorre na ausência de exposição às 

drogas ARVs, a resistência primária indica, na maioria das vezes, vírus com mutações 

de resistência transmitidos de uma pessoa com resistência adquirida (Boden et al. 
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1999). Indivíduos infectados com HIV-1 apresentando resistência primária, ao iniciarem 

a terapia ARV, já apresentam menor barreira genética para resistência, ou seja, 

necessitam de um pequeno número de mutações para emergência da resistência a um 

ARV em questão. Desse modo, esses indivíduos apresentam maior risco de 

desenvolvimento de resistência para outras drogas que, em um paciente virgem de 

tratamento e sem mutações de resistência seriam totalmente ativas. Em outras 

palavras, esses pacientes podem apresentar maior risco de falha virológica (Grant et al. 

2002, Oette et al. 2006). A determinação da prevalência de resistência primária pelo 

HIV-1 é importante para implementação de políticas de redução da transmissão do HIV 

e para orientação da terapia inicial dos pacientes. 

Em países desenvolvidos, a prevalência de transmissão de vírus resistentes a 

um ou mais ARVs mostrou um aumento expressivo de 3,5 para 14% entre os anos de 

1995 a 2000 (Little et al. 1999, Yerly et al. 1999, Salomon et al. 2000, Briones et al. 

2001, Little et al. 2001, Little et al. 2002) e uma redução de 12,4 para 6,7% nos anos de 

2000 a 2002 (Yerly et al. 2001, Wensing et al. 2003). Atualmente, em países da 

América do Norte e da Europa, a prevalência de resistência primária varia de 8 a 20% 

(Grant et al. 2002, Wensing et al. 2003, Vercauteren et al. 2008). 

No Brasil, desde os anos de 1996 até os anos de hoje vários estudos vem 

avaliando a resistência primária do HIV-1 aos ARVs. As primeiras análises por 

sequenciamento gênico da PR e da TR de isolados de HIV-1 de pacientes virgens de 

tratamento procedentes das regiões norte e sudeste do Brasil, não detectaram 

nenhuma mutação para as classes de ARVs disponíveis naquele momento. Porém, 

nesses estudos, quando empregado o ensaio fenotípico, foram detectadas mutações 

que conferem resistência aos ARVs (Tanuri et al. 1999, Dumans et al. 2002). Essa 

discrepância entre os resultados obtidos por metodologias genotípica e fenotípica foi 
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também relatada em outros estudos (Boden et al. 1999, Little et al. 1999, Wegner et al. 

2000, Weinstock et al. 2000). Para o fragmento da TR, sugere-se a presença de 

mutações de resistência localizadas externamente ao fragmento analisado, como por 

exemplo, as mutações L238I, Y318F e P236L, que quando associadas a outras podem 

conferir resistência moderada a NVP e DLV (Brown et al. 2000, Santos et al. 2008). 

A análise de mutações na TR mediante ensaio de Inno-LiPA de isolados de 

pacientes virgens de tratamento dos estados do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul 

detectou uma frequência de resistência primária de 9,38%. Todas as mutações 

detectadas (M41L, D67N, K70R e T215F) estavam associadas ao uso de AZT, 

sugerindo até então, o reflexo dos primeiros sinais do uso extensivo desta droga, que 

foi a pioneira em terapias ARVs no Brasil (Brindeiro et al. 1999). 

Em 2001, visando monitorar a transmissão de vírus resistentes no Brasil foi criada a 

Rede Brasileira para Vigilância de Resistência a Drogas para o HIV-1  

(HIV-BResNet). A HIV-BResNet realizou uma pesquisa sobre prevalência de resistência 

primária no Brasil que representa o estudo mais abrangente realizado em território 

nacional. Essa pesquisa foi realizada com 535 isolados de pacientes assintomáticos 

diagnosticados em centros de triagem anônima (CTA) para o HIV-1 de diversas regiões 

metropolitanas brasileiras. Fizeram parte desta amostragem, isolados da região norte 

(estado do Pará), nordeste (estados do Ceará e da Bahia), centro-oeste (estado do 

Mato Grosso do Sul), sudeste (estados de São Paulo e Rio de Janeiro) e sul (estados 

do Paraná e Rio Grande do Sul). Entre 409 isolados sequenciados na região da PR e 

TR, a taxa de resistência primária aos ARVs foi de 6,6%. Nessa casuística, 2,24%, 

2,36% e 2,06% dos isolados apresentaram mutações associadas aos IP, NRTI e 

NNRTI, respectivamente, e um isolado apresentou mutações para NRTI e NNRTI. 

Portanto, devido à baixa prevalência de resistência primária no Brasil evidenciada por 
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esse estudo, o programa de controle da aids não recomenda teste de genotipagem pré-

tratamento como rotina, mas sugere o seu contínuo monitoramento, exceto em crianças 

antes do início de terapia ARV, devido à grande utilização de ARV em gestantes, o que 

poderá possibilitar uma indicação mais precisa do tratamento (Brindeiro et al. 2003, 

Brasil 2009). 

Dois estudos independentes realizados em anos distintos e em diferentes 

cidades do estado do Rio de Janeiro detectaram frequência similar de resistência 

primária no gene da TR (14%), porém, com diferentes perfis de mutações (M41L, E44D, 

T69D e V118I versus D67N, K70S, T69N, V118I, V179D e T215D) (Pires et al. 2004, 

Eyer-Silva et al. 2008). Outros estudos realizados na cidade de Recife/PE e Porto 

Alegre/RS, também detectaram mutações de resistência primária somente para ITR, 

porém com menor frequência, 3,6% (M41L e K219E) e 2,78% (M41L, K103N, L210W e 

T215Y), respectivamente (Medeiros et al. 2006, Rodrigues et al. 2006). De fato é 

importante salientar que a maioria desses estudos incluiu amostragem limitada e se 

restringiu a uma única região brasileira: estado do Rio de Janeiro, cidades de Recife e 

Porto Alegre, respectivamente, não representando, portanto, a população brasileira em 

geral. No entanto, quando esses resultados são comparados à pesquisa realizada pela 

HIV-BResNet, verifica-se uma considerável persistência de mutações associadas aos 

ITR com perfis quantitativo e qualitativo diferentes. Isso se deve ao fato do uso 

preferencial de ITR no início da terapia e também da maior persistência de mutações 

associadas aos ITR mesmo na ausência da pressão seletiva dos ARVs. 

Em 2004, Maia-Teixeira e colaboradores (2006) pesquisaram o perfil de 

mutações de resistência primária em dois períodos diferentes: era pré-HAART e pós-

HAART em grupos de UDI. Entre 27 isolados de HIV-1 do grupo de UDI na era pré-

HAART, 22,2% apresentaram mutações associadas aos ITR. Já na era pós-HAART, de 
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38 isolados de HIV-1 de UDI, 7,9% apresentaram mutações associadas aos IP (D30N, 

M46I, V82A e L90M) e 13,2% dos isolados apresentaram mutações associadas aos 

NRTI (D67N, T69N/A, K70R, V118I, M184V, T215F e K219E/R). Portanto, diferentes 

perfis de mutações de resistência primária nos dois grupos de UDI foram observados 

em tempos diferentes da era HAART. Com o início do uso de droga da classe de IP, 

concomitantemente com os ITR, as mutações associadas aos IP começaram a surgir. A 

diminuição do número de mutações na TR, de 22,2% para 13,2% da era pré-HAART 

para a era pós-HAART, indica que ao mesmo tempo em que o vírus começava a 

ganhar novas mutações de resistência, o mesmo poderia estar perdendo seu fitness e 

sua capacidade de transmissibilidade. 

Com o início da era HAART e com o uso extensivo das três classes de ARVs 

pelos pacientes brasileiros HIV+/Aids, bem como, o significativo aumento da sobrevida 

e da qualidade de vida dos pacientes infectados, aumentaram as chances de geração e 

transmissão de cepas virais resistentes. Dessa forma, a análise genômica de isolados 

do HIV-1 de uma população recém infectada deve apresentar uma taxa maior de 

mutações de resistência aos ARVs, comparada com a análise dos isolados virais de 

pacientes com infecção crônica infectados em um período em que o tratamento com 

ARV era mais restrito. Em geral, com o passar do tempo, na ausência de pressão 

seletiva exercida pelo tratamento ARV, os vírus mutantes transmitidos podem ser 

substituídos pelo vírus do tipo selvagem com melhor capacidade replicativa (Martinez-

Picado et al. 1999, Martinez-Picado et al. 2000, Deeks et al. 2001). Assim, resultados 

de estudos entre indivíduos com infecção crônica podem subestimar a taxa de 

resistência primária. Entretanto, alguns estudos mostram a persistência de vírus 

resistentes por até 7 anos, mesmo na ausência de terapia ARV (Brenner et al. 2002, 

Barbour et al. 2004, Brenner et al. 2004, Pao et al. 2004).  
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Estudo realizado no período de 1998 a 2001 compreendendo 341 doadores de 

sangue do estado de São Paulo mostrou elevada taxa de resistência primária em 

doadores recentemente infectados (12,7%) comparados a doadores com infecção 

crônica (5%). A prevalência de resistência primária de forma geral foi de 6,16% (Barreto 

et al. 2006). Outro estudo realizado com doadores de sangue cronicamente infectados 

mostrou uma taxa de 6,5% de resistência primária (Gonsalez et al. 2007). Esses dados 

mostram uma certa estabilidade na prevalência de resistência primária entre indivíduos 

cronicamente infectados do estado de São Paulo. Além disso, esses resultados 

sugerem que isolados com mutações de resistência podem estar sendo transmitidos 

com frequência e, que em indivíduos virgens de tratamento, os vírus resistentes 

transmitidos podem reverter a vírus tipo selvagem ao longo do tempo. Nesse caso, a 

prevalência de resistência será menor em pacientes com infecção crônica quando 

comparada com pacientes recém infectados (Goudsmit et al. 1996, Yerly et al. 1998, de 

Ronde et al. 2001). 

Em 2007, estudos conduzidos em duas cidades portuárias brasileiras apontaram 

um cenário preocupante em relação à resistência primária. A cidade de Santos/SP, 

primeira cidade brasileira a fornecer ARV e, portanto com exposição maior às drogas 

ARVs que outras áreas brasileiras, mostrou uma das maiores taxas de resistência 

primária do mundo entre indivíduos recentemente infectados (36,8%) e em pacientes 

com infecção crônica (25%) (Sucupira et al. 2007). Outro estudo na cidade de 

Salvador/BA mostrou que de 132 isolados de HIV-1 de adultos virgens de tratamento e 

de 26 crianças infectadas verticalmente, 18,9% e 26,9% apresentaram mutações de 

resistência aos ARVs, respectivamente (Pedroso et al. 2007). Essas diferenças 

regionais na prevalência de resistência primária no Brasil provavelmente refletem o 

tempo em que a HAART está disponível na área e, portanto, indicam o extensivo uso 
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de drogas ARV de primeira linha, o fluxo migratório, o intercâmbio entre brasileiros e 

turistas e o sexo sem proteção afetando a geração e a transmissão de vírus resistentes. 

A princípio, acredita-se que existe forte tendência de mutações relacionadas aos ITR 

persistirem, pois, não alteram significativamente a capacidade replicativa do vírus e 

possuem baixa barreira genética (Geretti 2007). Portanto, em algumas áreas 

específicas do país, sugere-se um sistema de monitoramento da resistência primária 

sustentado pelo Ministério da Saúde com a finalidade de demonstrar os benefícios e a 

relação custo-efetividade da genotipagem para resistência (Soares et al. 2004, Sax et 

al. 2005). 

Embora múltiplos fatores determinam o risco de aquisição de resistência em 

diferentes regiões e populações, existe uma necessidade real de monitoramento da 

resistência primária visando fornecer subsídios para adoção de estratégias para sua 

redução (Geretti 2007). 

 

1.9 Resistência Secundária aos Antirretrovirais 

 

Após a instituição da terapia ARV, basicamente três parâmetros caracterizam a 

falha terapêutica: o aumento da carga viral, a redução da contagem de linfócitos T CD4+ 

e a ocorrência de eventos clínicos. A falha virológica é caracterizada por carga viral 

acima de 400 cópias/ml após 24 semanas de tratamento ou acima de 50 cópias/ml 

após 48 semanas de tratamento ou carga viral detectável após supressão virológica 

inicial (Painel on Antiretroviral Guidelines for Adults and Adolescents, 2008). A falha 

imunológica caracteriza-se pelo declínio progressivo da contagem de linfócitos T CD4+, 

enquanto que a falha clínica se expressa por meio de infecções oportunistas (Turner et 

al. 1994).  
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Existe uma associação frequente entre a presença de falha virológica e o 

surgimento de resistência aos ARVs. De fato, na falha virológica, é identificada 

resistência em mais de 90% dos casos (Sucupira et al. 2001, Huang et al. 2008). 

Entretanto, inúmeros fatores podem contribuir para falha virológica na ausência de 

resistência viral, como por exemplo, a falta de aderência ao tratamento, potência 

insuficiente do ARV, fatores farmacológicos (má absorção, baixa penetração e rápida 

eliminação das drogas), transativação heteróloga do HIV após imunização (elevação 

transitória da carga viral e diminuição da contagem de linfócitos T CD4+ após 

imunização), resistência celular (através da glicoproteína p expressa na superfície 

celular que provoca extrusão dos ARVs e consequentemente queda na concentração 

intracelular da droga) e por fim, a presença de uma população viral minoritária com 

resistência (Günthard et al. 1998, Deeks et al. 2001, García-Bujalance et al. 2007, 

Johnson et al. 2007). 

A maioria dos pacientes em que ocorre seleção de variantes genéticas 

resistentes aos ARVs necessita de novos esquemas terapêuticos, denominados 

esquemas de resgate. Os testes de genotipagem são muito utilizados para auxiliar na 

escolha de um esquema de resgate adequado para a situação, ou seja, um esquema 

“personalizado” (Tural et al. 2002). 

Em países desenvolvidos, a prevalência de resistência entre pacientes em falha 

terapêutica ao HAART é alta. Uma estimativa revela que 76% dos pacientes que 

recebem terapia ARV nos Estados Unidos possuem isolados com mutações de 

resistência para uma ou mais drogas ARVs (Kenyon 2001, Richman et al. 2004). 

No Brasil, estudos de prevalência da falha terapêutica em consequência de 

resistência secundária ao uso de HAART mostram altas taxas de mutações. No estado 

de São Paulo, o primeiro estado a ter acesso à terapia ARV no Brasil, um estudo 
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avaliou 791 pacientes em falha terapêutica entre os anos de 1997 e 2000. 

Aproximadamente 97% dos isolados de HIV-1 apresentavam mutações de resistência 

secundária no gene da TR, 90% no gene da PR e 99% em ambas as regiões gênicas 

analisadas (Sucupira et al. 2001). De fato, se a carga viral torna-se detectável na 

presença de um tratamento, deve-se questionar a ocorrência de resistência viral. 

No estado do Distrito Federal, segundo local de acesso à terapia ARV no Brasil, 

estudos de monitoramento da resistência secundária aos ARV entre os anos de 1998 e 

2002 mostraram prevalência de 84% de pacientes apresentando mutações de 

resistência associadas ao HAART (Cerqueira et al. 2004a, Cerqueira et al. 2004b). 

Estes resultados estão de acordo com uma pesquisa realizada em território nacional 

com 267 pacientes procedentes dos estados de São Paulo (n=17), Rio de Janeiro 

(n=86), Santa Catarina (n=67), Espírito Santo (n=24) e Distrito Federal (n=43) que 

indicou a mesma frequência de resistência aos ARVs, sendo que as maiores taxas se 

encontravam nos estados de São Paulo e Distrito Federal (Tanuri et al. 2002). Devido à 

disponibilidade inicial dos ARVs ter ocorrido nesses dois estados brasileiros, os 

pacientes dessas regiões foram expostos às drogas ARVs por um tempo maior do que 

pacientes de outros locais do país, resultando na seleção mais precoce de cepas virais 

resistentes. 

Estudos realizados com crianças em falha terapêutica mostram diferentes perfis 

de mutações de resistência entre grupos sob dupla (NRTI + NNRTI) e tripla terapia  

(2 NRTI + IP ou NNRTI), evidenciando que o tempo de exposição à terapia está 

diretamente relacionada ao acúmulo de mutações de resistência. Durante a vigência da 

dupla terapia, um grande número de mutações para ITR podem surgir e se acumular 

lentamente no genoma viral. Após falha virológica com dupla-terapia e devido à 

necessidade de introduzir a tripla terapia, o acúmulo prévio de mutações pela dupla 
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terapia poderia prejudicar o impacto positivo do tratamento e aumentar as chances de 

falha terapêutica (Brindeiro et al. 2002, Machado et al. 2004a, Machado et al. 2004b). 

Além disso, a resistência cruzada (resistência selecionada por uma droga que leva à 

resistência a uma outra droga ainda não utilizada) em decorrência do acúmulo de 

mutações, pode levar ao aumento da carga viral em indivíduos tratados e 

consequentemente a uma resposta subótima ao tratamento. 

A correlação direta entre o tempo de exposição à terapia e isolados 

apresentando multiresistência aos ARVs também foi descrita. Em São Paulo no ano de 

2001, a frequência de isolados resistentes às três classes de ARVs foi de 36,8% 

(Sucupira et al. 2001). Na região nordeste, um estudo realizado em 518 pacientes dos 

estados de Piauí, Ceará, Rio Grande do Norte, Paraíba, Pernambuco e Alagoas 

mostrou que 18,9% dos isolados apresentaram multiresistência aos ARVs (Cavalcanti 

et al. 2007). Esses dados sugerem que a multiresistência aos ARV no Brasil 

acompanha uma sequência histórica de seu uso que iniciou mais cedo na região 

sudeste do país (Brito et al. 2005). 

O número de falhas terapêuticas acumuladas também pode influenciar no 

desenvolvimento de mutações de resistência para cada classe de ARVs. Assim, o 

acúmulo de mutações de resistência em pacientes com falha poderá afetar as futuras 

opções para tratamento ARV no Brasil (Couto-Fernadez et al. 2005, Medeiros et al. 

2007). Consequentemente, o resultado será o aumento proporcional de cepas 

resistentes às drogas. 

No sentido de melhorar estratégias de terapia para pacientes em falha 

terapêutica, reorientando o tratamento e buscando um esquema de resgate, o 

Ministério da Saúde através do Programa Nacional de DST e Aids, criou em 1999, o 

programa da Rede Nacional de Genotipagem, RENAGENO do Brasil. Suas atividades 
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foram iniciadas em 2001, com testes de genotipagem do HIV-1 em pacientes sob 

critérios de falha terapêutica. Atualmente, a rede é composta por 22 laboratórios 

distribuídos pelo país e de médicos de referência treinados para interpretação destes 

testes (Brasil 2006). 

A caracterização da diversidade genética do HIV-1 no Brasil é um outro 

componente importante da epidemia de aids e juntamente com o estudo da resistência 

viral aos ARVs são essenciais para o desenvolvimento de estratégias de prevenção, 

controle e recomendações no manuseio dos pacientes em terapia ARV. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A capacidade científica brasileira na área do HIV/aids vem crescendo 

rapidamente nos últimos anos, entretanto, a maioria dos estudos sobre diversidade 

genética do HIV-1 no Brasil está concentrada nas principais regiões metropolitanas 

industrializadas do Brasil: as regiões sudeste e sul. A região sudeste concentra mais da 

metade dos pacientes HIV+/Aids do país e em segundo lugar a região sul. Em outras 

regiões geográficas do Brasil, como a região centro-oeste, existe pouca informação em 

relação à diversidade do HIV-1 e a real dimensão da resistência viral aos ARVs. No 

estado de Goiás, os testes de genotipagem para resistência são realizados em um 

número reduzido de pacientes que preenchem os critérios de falha terapêutica pela 

RENAGENO. Essa situação compromete parcialmente a tentativa de avaliar 

nacionalmente o surgimento de resistência aos ARVs em pacientes brasileiros. 

Os resultados dos três estudos aqui apresentados visam contribuir para o 

conhecimento sobre a prevalência de mutações associadas à resistência aos ARVs em 

pacientes HIV+/Aids virgens de tratamento e em pacientes tratados e, 

consequentemente para o acompanhamento da disseminação de vírus resistentes. 

Além disso, esses estudos contribuem para o entendimento da epidemiologia molecular 

do HIV-1 na região centro-oeste. 

Assim, no contexto da epidemia de aids no Brasil com acesso universal a terapia 

ARV desde 1996, o monitoramento do polimorfismo genético do HIV-1 e da resistência 

aos ARVs representam temas relevantes de saúde pública. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

Avaliar o perfil e a prevalência de mutações de resistência primária e secundária 

aos ARVs e identificar os subtipos genéticos entre isolados de pacientes infectados 

pelo HIV-1 do estado de Goiás. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Identificar os subtipos genéticos do HIV-1 através do sequenciamento dos genes da 

PR e TR visando monitorar a diversidade genética do HIV-1 no estado de Goiás; 

 

2. Descrever a frequência e o perfil de mutações associadas à resistência primária aos 

ARVs (IP, NRTI e NNRTI) em isolados de pacientes HIV+/Aids do estado de Goiás; 

 

3.  Descrever a frequência e o perfil de mutações associadas à resistência secundária 

aos ARVs (IP, NRTI e NNRTI) em isolados de pacientes HIV+/Aids do estado de 

Goiás; 

 

4.  Descrever a frequência e o perfil de mutações de resistência secundária associadas 

ao inibidor de fusão, enfurvitida (T-20) entre isolados multiresistentes para os IP, NRTI 

e NNRTI de pacientes HIV+/Aids do estado de Goiás. 
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ABSTRACT 

 

Background: Primary resistance represents a challenge for the control of HIV-1 because it can 

reduce the efficacy of first line antiretroviral therapy and may impact clinical outcomes. 

Objectives: To describe the prevalence of primary HIV-1 drug resistance and subtypes 

circulating in Central West Brazil. 

Study design: 103 antiretroviral naïve patients were recruited in Goiânia city, Central West 

Brazil during 2007-2008. Protease and partial reverse transcriptase regions were retrotranscribed 

from plasma HIV-1 RNA and 97 were sequenced after direct nested PCR. HIV-1 subtype was 

assigned by phylogenetic analysis. Primary drug resistance was analyzed by the Calibrated 

Population Resistance (CPR) tool using Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation 

(SDRM) and International AIDS Society-USA (IAS-USA) major mutation list. 

Results: Primary drug resistance mutations ranged from 8% (IAS) to 10% (SDRM). High level 

resistance to at least one antiretroviral drug was observed. T215D/S revertant mutations were 

identified in 4/97 patients. HIV-1 subtype B represented 82.5%, subtype F1 6.2%, subtype C 

3.1%, B/F1 7.2% and one sample was a F1/C/B mosaic. HIV-1 subtype C sequences formed a 

monophyletic cluster with other Brazilian subtype C sequences. 

Conclusions: Our HIV-1 pol sequences from Central West region include the first inland HIV-1 

subtype C sequences and help compose the molecular epidemiology map of HIV-1 in Brazil. This 

data also show that a significant proportion of the naïve patients presented important drug 

resistance mutations. Therefore naive patients from this setting may benefit from pre-treatment 

genotypic testing to optimize the choice of antiretroviral drugs and to help control HIV-1 

transmission. 

 

Keywords: HIV-1, primary resistance, mutations, Central West Brazil. 
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Background 

Brazil is a huge country where different human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) subtypes 

mainly subtype B, followed by lower proportions of subtypes F1 and C co-circulate and co-

evolve. Recently increasing proportions of B/F unique recombinants, B/F circulating recombinant 

forms (CRF) and other recombinant genomes have been reported in the country. 1-6 Moreover 

important regional differences in the distribution of HIV-1 subtypes, especially subtype C in the 

south region have been reported. 7 The molecular epidemiology of HIV-1 in the south and 

southeast regions is very well characterized; however there is limited data about subtypes 

circulating in areas away from the epicenter of the epidemics which is the southeast region. 

Extensive experience in the use of antiretroviral therapy (ART) has been accumulated by the 

Brazilian public health care that pioneered, in developing countries, the universal free-of-cost 

access of AIDS patients to licensed ART. 8 The introduction of highly active antiretroviral 

therapy (HAART) in 1996 has substantially improved AIDS-related morbidity and mortality. 9 

However there have been concerns about the emergence and transmission of drug resistant HIV-1 

in developing countries with widespread exposure to ART due to poor adherence and suboptimal 

ART doses. 10 In 2006 around 180,000 Brazilian AIDS patients were under ART.11 Transmitted 

or primary resistance represents a challenge for the control of HIV-1 infection since it can reduce 

the efficacy of first line ART and may impact clinical outcomes. Pre-treatment genotypic testing 

is considered important to guide the choice of ART regimens reducing the risk of treatment 

failure in persons with resistant virus. 12 

Objectives 

This study describes HIV-1 phylogenetic diversity and reports the prevalence of primary 

antiretroviral resistance mutations based on sequence analyses of protease (PR) and of reverse 

transcriptase (RT) genes among naïve patients recruited in Central West Brazil. 
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Study Design 

 

Patients 

One hundred-three consecutive cases of naive patients with recent or chronic HIV-1 infection, 

both sexes, all age groups, were recruited during 2007-2008 at the main regional reference public 

hospital for HIV-1 care (Anuar Auad Hospital, Goiânia, Goiás State, Central-West Brazil) which 

is the only State health care unit entitled to prescribe ART and monitor patients. Our study group 

represented 25.9% of the 398 naïve patients that attended this hospital during the study period. 

Socio-behavioural, clinical and laboratory data (HIV RNA load: bDNA, Bayer Diagnostic; 

NASBA, Organon Teknika and RT-PCR, Roche Diagnostic and CD4 counts: FACSCalibur, 

Becton Dickison) were obtained in a standardized questionnaire. Research Ethical Committees 

approved this study (HAA/HDT/SUS, CEPMHA/HC/UFG Protocol # 073/05). All participants 

signed the informed consent and the mother signed the child’s informed consent. 

 

Genetic analysis  

RNA was extracted from plasma (QIAamp® Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany), 

reverse transcribed into complementary DNA (cDNA) (Invitrogen) and used as the target for 

nested polymerase chain reaction (nested-PCR) employing HIV-1 PR and RT K1/K2 external 

primers and DP10/F2 internal primers. 13,14 Entire PR gene (corresponding to positions 2253-

2549 relative to HXB2 genome, GenBank accession no. K03455) and a 750 bp fragment of RT 

gene (corresponding to positions 2550-3299 relative to HXB2 genome) were amplified. After 

amplicons purification (QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN, Qiagen GmbH, Hilden, 

Germany) genomic sequencing was performed at Federal University of Goiás (DYEnamic ET 

Dye Terminator kit, GE Healthcare, USA; ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied 

Biosystems, USA). All generated sequences were subjected to quality control analysis by HIV-1 
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Quality Analysis Pipeline Tool (http://www.sanbi.ac.za) and screening by visual inspection of the 

alignment by Bioedit software to exclude sample mix-ups and contamination. 15, 16  

 

Phylogenetic analysis 

REGA automated genotyping tool version 2.0, Jumping Profile Hidden Markov Model (jpHMM-

HIV) software and phylogenetic inference defined HIV-1 genetic subtype. 17,18 Study sequences 

were aligned with reference set from the Los Alamos HIV database (ww.hiv.lanl.gov) using the 

Clustal X software and adjusted manually by the BioEdit software. 16,19 Phylogenetic inferences 

were performed by the Neighbor-Joining (NJ) method under Kimura’s two-parameter correction 

using MEGA4 software. 20,21 Boostrap values (1000 replicates) above 70% were considered 

significant. Isolates with discordant PR/RT subtypes were analyzed by SIMPLOT 3.5.1 software 

in 200 bp sliding window advanced in 20 bp steps size increments (1000 replicates). 22 Sequences 

were gap-stripped, the transversion-to-transition ratio was set to 2.0, and distances were 

calculated according to Kimura’s two-parameter model.  

 

Resistance analysis 

Primary drug resistance was analyzed using the Calibrated Population Resistance (CPR) tool 

employing the Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) and International AIDS 

Society-USA (IAS-USA) major mutation lists. ART mutation susceptibility profile was analyzed 

by Stanford HIV Drug Resistance Database (hivdb.stanford.edu). Possible low-level resistance 

was not included due to its unknown clinical relevance (Accessed: January/2009). 

 

GenBank accession numbers of the sequences presented in this study are FJ548786-FJ548823 

and FJ594127-FJ594185. 
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Statistical analysis 

Frequencies, medians of main variables and 95% confidence interval (CI) were obtained using 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, 13.0) for Windows (Chicago, IL, USA). 

 

Results 

Ninety-seven out of 103 naïve patients recruited had HIV-1 pol genes sequenced. Most patients 

were males (68%), median age was 32 years (15-71 years range) and one 2 years old case was 

included. 

The major risk factor identified was heterosexual unprotected sex (48.5%) followed by 25.8% 

men who have sex with men (MSM). Two patients were intravenous drug users (IDU), one 

vertical transmission case and two MSM who were IDU were also included. For 20.6% of the 

patients the route of transmission was unknown. Among adult patients the median of CD4 cell 

counts was 232.8 cells/µl (4-1184 cells/µl range); the 2 years old child had 2941 CD4 cells/µl. 

Plasma viral loads of 19.6% (19/97) of the patients were below 10,000 copies/ml, between 

10,000 and 100,000 copies/ml for 43.3% (42/97) and over 100,000 copies/ml for 37.1% (36/97) 

of the participants. 

Most sequences analyzed (89/97, 91.8%) clustered with a single HIV-1 subtype in PR and RT 

genes: 82.5 % (80/97) were assigned subtype B, 6.2% (6/97) were subtype F1 and 3.1% (3/97) 

were subtype C (Figure 1). The closely related BRGO3056-BRGO3057 samples come from a 

heterosexual couple and BRGO3065-BRGO3066 samples come from a mother-vertical 

transmission pair. 

Eight patients (8.2%) had discordant HIV-1 subtypes and recombination was confirmed by 

bootscanning analysis (Figure 2): F1PR/BRT (n=4), BPR/F1RT (n=3) and one F1PR/CRT/BRT.  

According to SDRM-2009 and IAS-USA, 10.3% (CI 95%, 4.8-17.1%) and 8.2% (CI 95%, 3.4-

14.7%) of patients respectively presented primary drug resistance mutations. T215 revertant 
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mutations (T215D/S), which are part of the SDRM-2009 list differently from IAS-USA list, have 

been found in 4/97 of naïve patients. Table 1 indicates that most resistance mutations occurred 

among subtype B isolates from young adult males. 

Table 2 depicts individual mutation profiles of ART naïve patients and the level of resistance to 

distinct antiretroviral drugs. Most resistant viruses described herein were detected in MSM (5/10) 

and one B/F1 resistant virus was identified in a male IDU. The median CD4 count from patients 

with transmitted resistance was 166.5 cells/µl (22-660 cells/µl) and the median viral load was 

25717 copies/ml (5828-150458 copies/ml range) and one patient had viral load above the 

detection limit of the assay. Transmitted drug resistance was observed in one patient diagnosed in 

2002 (FJ548807) and the others were diagnosed from 2006 to 2008. 

The majority of isolates (6/10) presented mutations associated with one class of ART. Two 

patients had mutations associated with protease inhibitors (PI) (M46I/L90M; I85V) and 3 patients 

had mutations associated with nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI) (M41L/T215D; 

T215S; L210W). One patient presented K103N mutation associated with non-nucleoside reverse 

transcriptase inhibitors (NNRTI). Four patients had mutations associated with more than one 

class of ART: PI and NRTI (M46L/L210W); NRTI and NNRTI (V118I/T215D/Y188L; 

V118I/Y181C; T215S/G190S). 

 

Discussion 

A considerable level of HIV-1 primary resistance was detected in Central West Brazil. This 

information fills a gap about the level of primary resistance in this geographic region of the 

country and contrasts with mostly lower levels of resistance reported in other areas. 23,2,24-29 

Brazil is a continental country where recent reports from the northeast and southeast regions have 

shown very high levels of primary drug resistance. 30,31 These studies together with ours indicate 

Brazilian areas with higher prevalence rates of primary drug resistance. Baseline antiretroviral 
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resistance testing has been recommended by the World Health Organization in areas of 

antiretroviral resistance higher than 5%. 32 Therefore regional primary resistance surveillance 

studies may indicate the usefulness of pre-ART genotypic testing to optimize the introduction of 

treatment.  

Considering that most patients included in this study were chronic cases (81/97 had CD4 counts 

<350 cells/µl), the prevalence of primary resistance presented herein may be underestimated 

because these patients, diagnosed from 2006 to 2008, have probably been infected for several 

years. Resistance mutations negatively affect the viral replicative fitness therefore they tend to 

decline overtime and may no longer be detectable in the absence of selective drug pressure. 

However some reports show persistence of primary resistance mutations for up to 7 years. 33,34 

Additionally standard bulk sequencing genotypic assay used in this study does not identify 

variants that constitute less than 20-30% of the viral population. 33 Studies employing more 

sensitive techniques such as real time PCR have detected a considerable proportion of transmitted 

HIV-1 drug resistant variants which were undetectable by conventional bulk genotyping. 35 A 

recent case control study has shown that these minority mutations can have clinical impact. 36,37 

Therefore a limitation of this study is the possible underestimation of the prevalence of resistance 

mutations among naïve patients. 

In this study T215 revertant mutations (T215D/S) have been found in about 4% (4/97) of naïve 

patients compared to 0.2-5% reported in other studies. 38,39 T215 revertant mutations are due to 

the transmission of a T215 revertant subset virus previously exposed to selective antiretroviral 

pressure. Failure to detected T215Y/F may indicate that these variants have been replaced by the 

more fit T215 revertants or that T215 revertants have been transmitted. T215 revertants have 

been weakly associated with an increased risk of virologic failure because revertants have been 

considered surrogate markers of T215Y/F mutants. Alternatively T215 revertants may present 
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lower genetic barrier since one nucleotide change in the T215 codon can lead to the development 

of T215Y resistant mutation (ACC for TAT/TAC). 40 

The dynamics of HIV-1 molecular epidemiology in Central West Brazil overtime can be 

monitored by comparing these pol diversity results with previous env/gag heteroduplex mobility 

assay (HMA) data. 6 An increase in the relative proportion of HIV-1 non-subtype B was 

observed. The current analysis of HIV-1 pol gene showed 6.2% subtype F1 and 3.1% subtype C 

whereas env/gag HMA results from 2001 to 2004 identified 1.5% subtype F1 and 1.5% subtype 

C. A slight decrease in B/F1 mosaics was observed from 2001-2004 to 2007-2008 (11.4% versus 

7.4%). Nevertheless our data confirm that B/F1 recombinants represent the second most frequent 

HIV-1 genetic variant in this area. Another study of HIV-1 pol and env sequences from Central 

Brazil (Brasília, federal capital, 200 km away from our study area) indicated 4.9% B/F 

recombinants and 95.1% subtype B. 41 Our data corroborates the importance of B/F1 mosaic 

samples in the epidemics in Central West Brazil similarly to other reports. 3,42-44,6 Our study 

describes the first subtype C sequences from inland Brazil which formed a monophyletic cluster 

with other subtype C sequences from south and southeast. This study confirms the spread of 

HIV-1 subtype C, which predominates in the Brazilian south region, inland towards the north 

region. 7 Our data from HIV-1 pol sequences from Central West Brazil help compose the 

molecular epidemiology map of HIV-1 in country. 

In conclusion our study indicates relative increase in subtypes F1 and C overtime and reinforces 

the importance of B/F1 mosaics in the molecular epidemiology of HIV-1 in Central West Brazil. 

Our findings also describe the circulation of HIV-1 strains with resistance mutations to three 

antiretroviral classes in patients from Central West Brazil who have never received antiretroviral 

treatment. As ART use expands in the country it becomes increasingly important to monitor HIV-

1 genetic diversity and transmitted drug resistance mutations in areas where the epidemic is 

spreading as Central Brazil. Recent data showing an increase in primary drug resistance may 
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promote a discussion about public health policy regarding the usefulness of the recommendation 

of pre-ART genotypic testing to naive patients in Brazil. 
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Fig. 1. Phylogenetic classification in PR and RT genes. The GenBank accession numbers used in the 
comparative phylogenetic analysis are subtype B, AY173956, K03455 and U63632; subtype C, U52953, 
AF286228, AF110967, U46016 and AF067155; subtype D, K03454, M27323 and U88822; subtype F, 
AF077336, AF005494 and the simian immunodeficiency virus sequence from chimpanzee (SIVcpz), 
X52154. 
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Fig. 2. Bootscanning analysis of HIV-1 pol sequences of 3/8 recombinant viruses from Central West 
Brazil. The GenBank accession numbers used in the analysis are subtype A, AF004885; subtype B, 
AY173956, K03455; subtype C, U52953, AF286228, U46016, subtype F, AF077336, AF005494. 
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IDU: Intravenous drug user; vertical: vertical transmission; MRF: multiple risk factors (men who 
have sex with men (MSM) + IDU), SDRM: Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation, 
IAS-USA: International AIDS Society-USA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Table 1 

Distribution of HIV-1 subtypes by age, gender, route of infection, year of diagnosis and level of 
primary resistance in patients from Central West Brazil. 

 Subtype 
B 

Subtype 
F1 

Subtype 
C 

Mosaic 
F1PR/BRT, 
BPR/F1RT, 
F1PR/CBRT 

Total 

 n % n % n % n % n 
 80 82.5 6 6.2 3 3.1 8 8.2 97 

Age (year)          
2-18 2 2.1 - - 1 1 - - 3 
20-40 60 61.8 6 6.2 2 2.1 5 5.1 73 
> 40 18 18.6 - - - - 3 3.1 21 

Gender          
Male 57 58.8 4 4.1 1 1 4 4.1 66 

Female 23 23.7 2 2.1 2 2.1 4 4.1 31 
Route of infection          

Sexual 58 59.8 5 5.2 3 3.1 6 6.2 72 
IDU 1 1 - - - - 1 1 2 

Vertical 1 1 - - - - - - 1 
MRF 2 2.1 - - - - - - 2 

Unkown 18 18.6 1 1 - - 1 1 20 
 HIV-1 diagnosis (year)          

1997-2006 22 22.7 4 4.1 1 1 4 4.1 31 
>2007 58 59.8 2 2.1 2 2.1 4 4.1 66 

Primary resistance 
(SDRM) 

9 9.3 - - - - 1 1 10 

Primary resistance 
(IAS-USA) 

7 7.2 - - - - 1 1 8 
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Table 2 
Amino acid substitutions in the PR and RT resistance-related codons of patients with primary resistance to antiretroviral drugs. 

Resistance profile GenBank  
accession  
number 

Route of 
infection/ 

Diagnosis (year) 

Sex/ 
age (years)/ 

HIV-1  
Subtype 

PI major  
mutations  

PI minor 
mutations 

NRTI  
mutations 

NNRTI  
mutations Low Intermediate High 

FJ548807 IDU/2002 M/27/B/F1 - L10I - V90I, K103N - - 
NVP, DLV, 

EFV 

FJ548812 MSM/2006 M/37/B -  M41L, T215D  
ABC, ddI, 

TDF 
AZT, d4T - 

FJ548813 MSM/2007 M/28/B - - V118I, T215D Y188L 
AZT, d4T, 

ETR 
DLV NVP, EFV 

FJ548822 Hetero/2007 M/32/B - - T215S - AZT, d4T - - 
FJ594140 IDU/2007 M/45/B M46L - L210W - AZT, d4T NFV - 
FJ594159 Hetero/2008 F/50/B - A71T T69N, V118I Y181C - EFV, ETR DLV, NVP 

FJ594160 MSM/2006 M/30/B - - T215S 
K101E, 
G190S 

AZT, d4T DLV, ETR EFV, NVP 

FJ594175 Hetero/2006 F/28B - L10I, A71T L210W - AZT, d4T - - 
FJ594182 MSM/2007 M/26/B - Q58E, I85V - - TPV - - 

FJ594183 MSM/2008 M/31/B M46I, L90M L33I - - FPV, LPV 
ATV, IDV, 

SQV 
NFV 

 
PI: protease gene; NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI: non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors. Hetero: heterosexual; IDU: 
intravenous drug user; MSM: men who have sex with men. M: male, F: female. ATV: atazanavir; AZT: zidovudine; DLV: delavirdine; d4T: stavudine; EFV: 
efavirenz; ETR: etravirine; FPV: fosamprenavir; IDV: indinavir; LPV: lopinavir; NFV: nelfinavir; NVP: nevirapine, SQV: saquinavir and TPV: tipranavir. 
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Abstract 

HIV-1 resistance mutations to antiretroviral (ARV) drugs (nucleoside reverse transcriptase 

inhibitors - NRTI, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors - NNRTI and protease 

inhibitors - PI) represent a challenge for sustainable virologic and immunologic responses. HIV-

1 phylogenetic diversity and ARV resistance mutations associated to protease (PR) and reverse 

transcriptase (RT) were assessed among 48 ARV experienced patients from Goiania/Goias, 

central west Brazil. The gp41 resistance mutations to fusion inhibitor (T-20) were analyzed 

among multidrug resistant (MDR) patients. PR, partial RT and gp41 genes were amplified and 

sequenced from plasma RNA. HIV-1 subtype was assigned by phylogenetic analysis. ARV 

mutations in PR/RT were analyzed by Stanford Database. T-20 resistance mutations in gp41 

were identified by Stanford, Los Alamos Database and other sources. Subtype B represented 

79.2% (38/48), subtype F1 4.2% (2/48), subtype C 2.1% (1/48), F1PR/BRT 8.3% (4/48) and 

BPR/F1RT 6.3% (3/48). Secondary drug resistance was observed in 79% (38/48): NRTI 

resistance (n=1), NNRTI resistance (n=1), PI+NRTI or NRTI+NNRTI resistance (n=20), 

PI+NRTI+NNRTI resistance, considered MDR (n=16). Almost half MDR patients had viral 

loads bellow 10000 copies/ml. The gp41 sequences from 14 MDR revealed one F1PR/BRT/F1ENV 

recombinant and 13 subtype BPR/BRT/BENV isolates. G36E, N42T and N43S T-20 resistance 

mutations were observed in 3 MDR patients, two of them previously treated with T-20 and the 

other had never used T-20. Our data among ARV experienced patients showed high proportion 

of drug resistance mutations and MDR. T-20 resistance mutations were detected among MDR 

patients corroborating the importance of T-20 genotyping for clinical management and salvage 

therapy. 
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Introduction 

Despite great advances in antiretroviral (ARV) therapy, sustainable virologic and immunologic 

responses among highly treatment-experienced patients infected with human immunodeficiency 

virus-1 (HIV-1) remains a challenge. Poor penetration of drugs into HIV-1 reservoir sites, drug 

toxicity, changes in bioavailability and metabolism and lack of adherence to complex treatment 

regimens contribute to this scenario. Highly active ARV therapy (HAART) usually includes at 

least 3 drugs from well-established classes: nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI), 

non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) and/or protease inhibitors (PI). 

HAART has substantially reduced morbidity and mortality of patients; however development of 

resistance mutations may lead to progressive disease and to an increasing number of patients 

with fewer treatment options.1 

Salvage therapy after virus rebound should include a drug from an ARV class not previously 

used. Newer drugs from well established classes and new classes of ARV to different life cycle 

targets such as Enfurvitide (T-20), a fusion inhibitor, represent important salvage therapy 

options.2 Brazil, which was the first developing country to implement universal access to free 

ARV, has included T-20 for salvage therapy in its guidelines in 2005. Resistance mutations 

associated with T-20 have been described along the 36-45 amino acid sequence in HIV-1 

subtype B gp41 consensus sequence.3 

Brazil is a vast and diverse country where HIV-1 subtypes B, F1 and C and multiple 

recombinant forms, mainly B/F1 and B/C co-circulate.4,5,6,7,8 Only recently new information 

about the molecular epidemiology of HIV-1 in other Brazilian areas away from the epicenter of 

the epidemics, in the southeast region, has become available.9,10,11,12,13 

In this study we evaluated HIV-1 phylogenetic diversity and the prevalence of secondary ARV 

resistance mutations associated to protease (PR) and reverse transcriptase (RT) inhibitors among 
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patients from central west Brazil. Moreover among multidrug resistant (MDR) patients, we have 

described polymorphisms and drug resistance mutations in env gene (gp41) associated with T-

20. 

 

Materials and Methods 

 

Study population 

This study included ARV experienced HIV-1 infected patients recruited between 2007-2008 at 

Anuar Auad Hospital, HAA/HDT/SUS, Goiania city, capital of Goias State, central west Brazil. 

Eligible ARV experienced patients included subjects from both sexes in any age range and 

exposure category, under current ARV treatment composed by at least 3 drugs (2 NRTI plus 1 

PI or 2 NRTI plus 1 NNRTI) with and without criteria for virologic failure (patients under ARV 

therapy with previous undetectable viral load which further became positive or viral load above 

400 copies/ml after 24 weeks ARV or above 50 copies/ml after 48 weeks of ARV therapy or 

patients with previous sustained viral suppression with rebound viral load above 400 copies/ml). 

Moreover female patients who have previously received prophylactic ARV therapy to prevent 

vertical transmission were included. Socio-behavioral data, clinical characteristics and 

laboratory results (HIV RNA load: bDNA, Bayer Diagnostic; NASBA, Organon Teknika and 

RT-PCR, Roche Diagnostic and CD4 counts: FACSCalibur, Becton Dickison) were obtained in 

a standardized questionnaire. Research Ethical Committees approved this study 

(HAA/HDT/SUS, CEPMHA/HC/UFG Protocol # 073/05). All participants signed the informed 

consent and for patients under 18 years of age, the informed consent was signed by one of the 

parents or the legal tutor.  
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Genetic analysis 

RNA was extracted from plasma (QIAamp® Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany) 

and retrotranscribed into complementary DNA (cDNA) (Invitrogen). Entire HIV-1 PR 

(corresponding to positions 2253-2549 relative to HXB2 genome, GenBank accession nº 

K03455), approximately 750bp of RT gene (corresponding to positions 2550-3299 relative to 

HXB2 genome) and 766bp of HIV-1 gp41 gene (corresponding to positions 7641-8406 relative 

to HXB2 genome) were amplified by nested polymerase chain reaction (nested-PCR). The 

external and internal pairs of primers employed were respectively: K1/K2 and DP10/F2 primers 

for HIV-1 PR/RT genes. HR /HJ 54 and Ava I/HJ 53 primers were used for HIV-1 gp41 gene. 

The samples were sequenced by DYEnamic ET Dye Terminator kit (GE Healthcare, USA) at 

Federal University of Goias using an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, 

US). All generated sequences were subjected to quality control analysis by HIV Quality 

Analysis Pipeline Tool to check for contamination.14 The alignment of sequences by Bioedit 

software were also screened by visual inspection to ensure that there were no sample mix-ups or 

contamination.15 

 

Phylogenetic analysis 

HIV-1 subtypes were identified by REGA automated genotyping tool version 2.0 and by 

comparing them to reference sequences from the Los Alamos HIV database.16,17 All sequences 

were aligned using Clustal X. Trees were performed by Neighbor-Joining (NJ) method under 

Kimura’s two-parameter correction (1000 replicates) using MEGA4 software.18,19,20 Isolates 

with discordant PR/RT or ENV subtypes were analyzed by Simplot 3.5.1.21 The GenBank 

accession numbers used in the comparative phylogenetic analysis are subtype B, AY173956, 

AY331295, AY423387, DQ853463, K03455 and U63632; subtype C, AF286228, AF110967, 
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AY772699, U46016, U52953 and AF067155; subtype D, AY371157, K03454, M27323 and 

U88822; subtype F, AF077336, AF005494 and AJ249238 and the simian immunodeficiency 

virus sequences from chimpanzee (SIVcpz), X52154. 

 

Resistance analysis 

ARV mutation susceptibility profile in PR and RT genes was analyzed by Stanford HIV Drug 

Resistance Database (Accessed: January/2009). HIV-1 env gp41 mutations associated with T-20 

drug were identified according to Stanford online HIV Drug Resistance Database (G36D/E/S, 

V38A/E/M, Q40H and N43D), Los Alamos HIV Drug Resistance Database (G36V, N42D/T, 

N43D, L44M and L45M) and other sources (I37V, V38G, Q39R and N43K/S).22,23,24,25 Other 

differences between HIV-1 env gp41 amino acid translation and the reference sequence HXB2 

were designated as gp41 polymorphisms. MDR HIV-1 isolates were defined as the ones 

presenting mutations associated with high-level genotypic drug resistance to the 3 major ARV 

classes: PI, NRTI and NNRTI. 

 

Statistical analysis 

Frequencies, medians of main variables and 95% confidence interval (CI) and statistical 

significance was assessed by Mann-Whitney for comparison between two groups (p< 0.05) 

using Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software for Windows version 13.0 

(Chicago, IL, USA). 

 

Results 

Patients’ characteristics 
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This study recruited 54 consecutive HIV-1 infected patients and for 48 of them HIV-1 PR and 

RT pol genes were amplified, sequenced and analyzed. Patients under ARV therapy included 

(n=48) were diagnosed from 1984-2007, the median age was 39 years (7-64 years range), 58.3% 

were males. The major risk factor identified was heterosexual unprotected sex (52.1%), 20.8% 

were men who have sex with men (MSM), 12.5% were vertical transmission cases, one was an 

intravenous drug user (IDU) and another was an IDU MSM. For 10.4% of the patients the route 

of transmission was ignored. The median of CD4 cells counts was 275.5 cells/µl (3-1226 

cells/µl range). Plasma viral loads of 47.9% (23/48) of the patients were bellow 10000 

copies/ml, between 10000 and 100000 copies/ml for 35.4% (17/48) and over 100000 copies/ml 

for 16.7% (8/48) of the participants.  

Forty patients were under ARV therapy, one patient was treated from 1997-2005 when 

treatment was discontinued. Seven female patients had been submitted to prophylactic treatment 

to vertical transmission from 2003-2006: 2 of them were pregnant during the study period and 

sample was collected before the second prophylactic treatment and for the remaining 5 female 

patients, sample was collected before therapeutic treatment.  

 

Phylogenetic analysis of PR and RT sequences 

The majority of sequences (41/48, 85.5%) clustered with a single HIV-1 subtype in both the PR 

and RT genes: 79.2% (38/48) were assigned subtype B, 4.2% (2/48) were subtype F1 and 2.1% 

(1/48) was classified as subtype C (Figure 1). Seven isolates (14.6%) had discordant HIV-1 

subtypes in PR and RT genes and bootscanning analysis confirmed recombination: F1/B (n=4; 

8.3%) and B/F1 (n=3; 6.3%) (data not shown). 
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Resistance analysis of PR and RT sequences 

Most ARV experienced patients tested (38/48, 79.2%) presented HIV-1 resistance mutations (CI 

95%, 56.4-82%). Regarding year of diagnosis of 38 patients with resistance mutations most 

(n=27) were diagnosed from 1990-1999, 10 were diagnosed from 2000-2007 and one was 

diagnosed in 1984. One female patient with secondary resistance mutation was submitted to 

AZT + nevirapine (NVP) prophylaxis to vertical transmission in 2006. The rest of the patients 

with resistance mutations were under ARV therapy. Among patients included, 5 were 

considered virologic failure and all of them had drug resistance mutations.  

Two patients (4.2%) had resistance mutations to RT inhibitors: one to NRTI and the other to 

NNRTI. Twenty patients (41.7%) presented mutations to two ARV classes: PI and NRTI, PI 

and NNRTI or NRTI and NNRTI. Sixteen patients (33.3%) had resistance mutations to PI, 

NRTI and NNRTI (MDR patients) and 2 of them were virologic failure. Six out of 38 patients 

with resistance mutations were vertical transmission cases (7-15 years old), 3 had mutations to 2 

ARV classes and 3 were MDR. 

 Figures 2A, B and C depict PI, NRTI and NNRTI mutations respectively. The 16 MDR patients 

were diagnosed from 1992-1999, all of them were already symptomatic AIDS cases at diagnosis 

and initiated treatment after diagnosis, except for the patient diagnosed in 1992 that initiated 

treatment 4 years later. All of the MDR patients were considered adherent to ARV medication 

according to the information retrieved from their medical files.  

Excluding the 16 MDR patients, the median time of treatment of the 22 patients with resistance 

mutations was 6 years (ranging from 1 month to 13 years) and the median time of treatment 

among the 16 MDR patients was 11 years (8-12 years range) (p=0.0002). Median CD4 values of 

22 patients with resistance mutations was 343.5 cells/µl (3-1226 cells/µl) and 134.5 cells/µl (11-

926 cells/µl range) among 16 MDR patients (p=0.22). Medians of viral loads of patients with 
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resistance mutations was 9243 copies/ml (1181-67003 copies/ml range) and 28013 copies/ml 

(2228-202675 copies/ml range) for MDR patients (p=0.092). 

Regarding viral diversity 78.9% (30/38) were assigned subtype BPR/BRT, 4 were F1PR/BRT, 2 

were BPR/F1RT and 2 were F1PR/F1RT mosaics.   

 

The gp41 polymorphisms and T-20 resistance mutations among MDR HIV-1 patients 

The gp41 sequences from 14 MDR patients (13 assigned subtype BPR/BRT/BENV and one 

assigned subtype F1PR/BRT/F1ENV) indicated that 21.4% (3/14) presented T-20 resistance 

mutations, 2 of them were under T-20 salvage therapy and the other had never used T20. G36E 

mutation was observed in one patient, another had N42T mutation. The third case had N42T and 

N43S mutations in heptad repeat domain (HR1) and the S138A compensatory mutation in the 

HR2. Table 1 depicts resistance mutations associated to PR, RT and T-20 in MDR patients. 

All 14 sequences from MDR HIV-1 infected patients presented several polymorphisms related 

to T-20.The most frequent polymorphisms were H114N and I69V present in all 14 patients, 

D121E and H132Y (n=13), T115M (n=12), L173I (n=11), N125D and V182I (n=10), A101T, 

E119Q and L54M (n=9), E148D, I135L and N163D (n=8), E109S, K77R, L7M and N113D 

(n=7), A189T, R122K and S133N (n=6), A96T, E109D/N, G3T, S107N, S129G, S129Q and 

S157N (n=5). 

 

Discussion 

In the current study 33.3% MDR patients were observed among ARV experienced patients from 

Central West Brazil. The prevalence of secondary ARV resistance in Brazil is high and the 

reported frequencies of MDR HIV-1 isolates have also been increasing. Different proportions of 

MDR isolates among treatment-experienced patients have been observed in the country: 36.8% 
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in the southeast and 18.9% in the northeast.10,26  It’s well accepted that the rate of MDR depends 

on the level of exposure to ARV drugs. These regional differences in the proportion of MDR 

among southeast-central west and northeast may be due to the earlier introduction and wider use 

of ARV therapy in the southeast-central west when compared to the northeast. In northeast 

Brazil the AIDS epidemic has been introduced later and delayed or inadequate access to 

diagnostic and therapeutic measures, particularly to ARV therapy has been reported 27. 

 In our study group we have identified patients with resistance mutations to one or two classes 

of ARV drugs and patients resistant to all classes of ARV drugs (MDR). It is noteworthy that 

the patterns of resistance observed between these two groups were related to the time ARV 

therapy was started. MDR patients had been treated longer than patients with resistance 

mutations and this difference had a highly significant p value. On the other hand, no statistical 

significant difference was observed between medians of CD4 cell counts and viral loads of these 

two groups.  However, almost half of our MDR patients had viral loads bellow 10000 copies/ml, 

indicating important accumulation of multidrug resistance among patients with lower plasma 

viremia.   

 The fusion of HIV-1 into target cells is mediated by ENV proteins gp120 and gp41 which has 

two highly conserved heptad repeat domains (HR1 and HR2) in its ectodomain. HR1 and HR2 

participate in the formation of the six-helix bundle which is critical for the fusion of HIV-1 

envelope and target cell membrane.28 T-20 is a 36 amino acid synthetic peptide that mimics the 

amino acids 127-162 of the HR2 and prevents the formation of the six-helix bundle blocking 

HIV-1 entry into host cells. T-20 was approved by the US Food and Drug Administration 

(FDA) in 2003 and became available for salvage therapy in Brazil in 2005.29 Previous studies in 

patients under HAART with resistance mutations in PR and RT genes showed gp41 mutations 

which resulted in significant loss of susceptibility to T-20.30,31 A recent Brazilian  study showed 
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G36D mutation  in 5/65 MDR patients who had never been treated with T-20.32 Our study 

showed G36E, N42T and N43S resistance mutations related to T-20 among  3 MDR patients, 2 

of them were under T-20 salvage therapy for 2-3 years and the other had never received T-20. 

The identification of T-20 mutations in MDR patients favors the possibility that resistance 

mutations in PR and RT genes can promote T-20 resistance mutations resulting in lower T-20 

efficacy for salvage therapy.31 Despite the small sample size, the evidence of 3/14 MDR patients 

with T-20 mutation is a strong indication of the benefit of T-20 genotyping among MDR 

patients. However, a bigger sampling is necessary in order to define the cost-effectiveness of T-

20 genotyping recommendation for patients highly experienced with other ARV. 

The present study confirms the inland dissemination of B/F1 recombinant forms identified in 

14.6% of patients under treatment. Moreover sporadic cases of subtypes F1 and C were also 

detected. These pol sequence data corroborate previous screening studies which employed env 

and gag heteroduplex mobility assays (HMA).9,12,33,34 Although HIV-1 subtype C has been first 

detected in central west Brazil (Goias State) almost a decade ago, its presence is still occasional 

in this region.   In our study HIV-1 resistance mutations to T20 were seen in subtype B and 

B/F1 recombinant. Further studies are necessary to evaluate the impact of HIV-1 genetic 

diversity on the emergence of resistance- associated mutations to T20. 

Our study indicates high proportion of secondary drug resistance mutations and multidrug 

resistance mutations among treatment experienced patients. It also adds gp41 sequence data 

related to T-20 resistance mutations and polymorphisms in MDR patients from inland Brazil. T-

20 has been shown to be an effective ARV treatment; however drug resistance mutations may 

compromise its salvage therapy efficacy for patients with limited remaining treatment options. 

Our phylogenetic data of isolates from inland Brazil contribute to the molecular epidemiology 

of HIV-1 in the country.   
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FIG. 1. Phylogenetic classification. The tree was generated by NJ method under Kimura’s two 

parameter correction. Boostrap (1000 replicates) values above 70% were considered significant. 

The GenBank accession numbers used in the comparative phylogenetic analysis are subtype B, 

AY173956, K03455 and U63632; subtype C, AF286228, U46016, U52953 and AF067155; 

subtype D, K03454, M27323 and U88822; subtype F, AF077336, AF005494 and the simian 

immunodeficiency virus sequences from chimpanzee (SIVcpz), X52154. 

 

FIG. 2. Frequence of antiretroviral resistance-associated mutations. A, mutations in the PR gene 

related to PI resistance, B, mutations in the TR gene related to NRTI resistance and C, 

mutations in the TR gene related to NNRTI resistance. 
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TABLE 1. RESISTANCE MUTATIONS ASSOCIATED TO PR, RT AND T-20 OF MDR HIV-1 PATIENTS 
GenBank 

Accession 

Number 

Sex/Age/ 

Route of 

Infection 

Diag 

CD4 

cell/

µl 

PVL 

copies/

ml 

HIV-1 

Subtype 

PR/RT/ENV 

PI 

Mutations 

NRTI  

Mutations 

NNRTI 

Mutations 

T-20  

Mutations 

FJ638424 F/55/Hetero 1996 139 202675 B M46I, I47V, I54M, V82A, I84V D67N, T69NT, K70R, V118I, M184V, T215F, K219Q K103S, Y181C, G190A - 

FJ638426 M/38/MSM 1995 761 4418 B I54V, L90M M41L, M184V, L210W, T215Y K103N, V108I, K238T - 

FJ638428 M/32/Hetero 1999 20 9375 B V32I, M46I, I47V, V82A, L90M D67N, T69N, K70R, L74I, M184V, T215F, K219Q V106AV, G190AV - 

FJ638430 M/8/Vertical 1998 926 5040 B V32I, M46I, I47V, I54V, V82A M41L, D67N, M184V, T215Y K101E, G190S - 

FJ638431 F/56/Hetero 1996 469 2547 B M46I, I54V, V82A T69N, K70R, M184V K103N, P225H - 

FJ638436 M/47/MSM 1995 291 2228 B M46I, I54V, V82T, I84V, L90M M41L, E44D, D67N, V118I, M184V, L210W, T215Y K101E, K103N, G190A - 

FJ638448 M/45/Hetero 1995 66 AVL B M46I, I54V, V82A M41L, L74V, M184V, T215Y K101E, V108I, Y181C, G190A - 

FJ638449 F/39/Hetero 1996 130 83706 B V32I, I47V, I54L, L90M M41L, A62V, D67N, V75I, M184V G190A - 

FJ638452 M/43/na 1999 11 54524 B L90M D67N, T69D, K70R, L74V, M184V, T215F, K219Q L100I, K103N N42T 

FJ638454 F/39/Hetero 1996 461 7227 B M46I, I54V, L76V, V82A, L90M D67N, K70R, M184V K103N - 

FJ638456 M/34/MSM 1992 15 110103 B M46I, I54V, L76V, I84V, L90M M41L, D67N, K70R, V75M, M184V, L210W, T215Y, K219E K103S, G190A - 

FJ638457 F/15/Vertical 1996 339 7975 B M46I, I54V, V82A M41L, T215Y A98G, K103N, Y181C, G190A - 

FJ638460 M/42/Hetero 1999 91 188518 F1/B/F1 M46L, I54V, L76V, V82M, L90M D67N, K70R, V75M, M184V, T215F, K219E K103N G36E 

FJ638464 M/13/Vertical 1995 393 28013 B M46I, I50V, I54V, L76V, V82A M41L, D67N, T69D, L74I, V75T, V118I, M184V, T215F, K219Q Y181C N42T, N43S 

 
Hetero: heterosexual; MSM: men who have sex with men; Vertical: vertical transmission; na: not available; Diag:year of diagnosis; CD4: CD4 cell counts (cells/µl); PVL: plasma 

viral load (copies/ml); PR: protease gene; RT: reverse transcriptase gene; ENV gp41 gene; PI: protease inhibitor; NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI: non-

nucleoside reverse transcriptase inhibitors; T-20: enfurvitide. GenBank accession numbers in bold were the patients with virologic failure. na: not available.  
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ABSTRACT 

HIV-1 antiretroviral (ARV) resistance mutations may reduce the efficacy of prophylactic 

therapy to prevent mother to child transmission (MTCT) and impact future treatment options. 

ARV resistance mutations and HIV-1 phylogenetic diversity associated to protease (PR) and 

reverse transcriptase (RT) genes were assessed among 77 pregnant women (35 naïve, 42 ARV 

experienced) from central west Brazil. ARV mutations in PR/RT genes were analyzed by 

Stanford Database, PR/RT HIV-1 subtypes were assigned by phylogenetic analysis and env/gag 

subtypes were identified by heteroduplex mobility analysis (HMA).  Only accessory mutations 

in PR gene A71T (1/6), L10V (2/6), L10I (3/6) and in RT gene V118I (2/6), V179D (1/6), 

V106I (1/6), K101Q (1/6), H221Y (1/6) were observed among 35 naïve patients. ARV 

experienced patients presented drug resistance mutations (16.7%, 7/42): 2 to one ARV class, 

four patients to two ARV classes, one patient had resistance mutations to three ARV classes. In 

PR/RT genes 67.5%  were subtype B, 11.7%, subtype F1, 3.9% subtype C. Recombinant 

BPR/F1RT viruses represented 10.4% and F1PR/BRT 6.5%.   Subtypes in envgag/PRRT genes 

identified 66.2% subtype B, 3.9% subtype C, 6.5% subtype F1 and around 25% discordant B 

and F1 recombinant viruses. Secondary drug resistant were identified among a considerable 

number of ARV experienced pregnant women indicating the importance of genotypic testing 

during pregnancy for optimal MTCT prophylactic regimen. The first study in central Brazil to 

describe HIV-1 genetic diversity in envgag/PRRT genes, indicates the spread and dissemination 

of BF1 recombinant viruses among a significant proportion of patients in this region.   

 

Key Words: HIV-1 pregnant women; resistance mutations; antiretroviral treatment. 
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INTRODUCTION 

 

HIV-1 mother to child transmission (MTC) can take place transplacentally, intrapartum through 

the birth canal or post partum via breastfeeding. However MTC is known to occur mainly in the 

late third trimester and intrapartum [Van Dyke et al., 1999]. Without any intervention, HIV-1 

MTC ranges from 15-30% and can reach 20-45% among breastfeeding mothers [De Cock et al., 

2000]. HIV-1 MTC is multifactorial but high viral load during pregnancy and delivery is 

considered the most important risk factor [Garcia et al., 1999]. Since 1994 when zidovudine 

(ZDV) therapy during pregnancy was shown to reduce MTC transmission, several prophylactic 

regimens have also proven to be effective [Connor et al., 1994; Guay et al., 1999; Lallemant et 

al., 2004; Suksomboon et al., 2007]. In Brazil since 1995, universal free of charge access to 

antiretroviral (ARV) drugs has been provided for the prevention of HIV-1 MTC. Combination 

therapy rather than mono or dual prophylactic regimens have been shown to have greater 

efficacy in preventing MTC transmission due to ARV drug resistance mutations [Mandelbrot et 

al., 2001; Cooper et al., 2002; Volmink et al., 2007]. The emergence and transmission of HIV-1 

ARV resistance mutations may reduce the efficacy of prophylactic therapy and impact future 

treatment options for women and children [Eshelman et al., 2001; Lyons et al., 2005]. Pre-

prophylaxis or pre-treatment ARV resistance genotypic testing while debatable for overall naïve 

patients is recommended to guide the choice of ARV drugs in pregnant women. 

Recent Brazilian studies about HIV-1 diversity have indicated that despite the predominance of 

subtype B, recombinant forms, especially involving subtypes B and F1 are being transmitted 

and disseminated among different study groups in different geographic regions away from the 

epicenter of the epidemics in the southeast region [Cavalcanti et al., 2007; Medeiros et al., 2007; 

Stefani et al., 2007; Guimarães et al., 2008].  In a continental country like Brazil, HIV-1 
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molecular epidemiology studies in different populations from distinct regions are important to 

map HIV-1 diversity.  

This study among HIV-1 pregnant women recruited in central west Brazil describes the 

prevalence of primary and secondary ARV resistance based on sequence analysis of the 

protease (PR) and of the reverse transcriptase (RT) genes. Moreover HIV-1 genetic diversity in 

the env, gag and pol genes is reported. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Study Population 

Inclusion criteria for this study were: HIV-1 infected pregnant women from any age range, 

ARV naïve (when HIV-1 diagnosis was performed during the index pregnancy) and ARV 

experienced (when ARV therapy was initiated prior to the index pregnancy). HIV-1 experienced 

women included patients previously submitted to ARV to prevent MTCT which was then 

discontinued after delivery and women under ARV therapy for the treatment of their infection. 

ARV drug regimens included nucleoside reverse transcriptase inhibitor -NRTI (ZDV, 

lamivudine - 3TC, didanosine - ddI and stavudine - d4T), non nucleoside reverse transcriptase 

inhibitor - NNRTI (nevirapine - NVP) and protease inhibitor - PI (nelfinavir - NFV, indinavir – 

IDV and ritonavir - RTV). Patients were recruited in 2003 at the main regional reference center 

for HIV-1 infected pregnant women (Hospital Materno Infantil, HMI) in Goiania/Goias, central 

west Brazil. Socio-behavioural data, clinical characteristics and laboratory results (HIV RNA 

load: bDNA, Bayer Diagnostic; NASBA, Organon Teknika and RT-PCR, Roche Diagnostic and 

CD4 counts: FACSCalibur, Becton Dickison) were obtained by a standardized questionnaire 

answered during individual interviews. Blood-EDTA samples were collected, aliquoted for 
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genomic DNA extraction. Plasma samples for viral RNA extractions were stored at -80°C. 

Research Ethical Committees approved this study and all participants signed the informed 

consent. For patients under 18 years, the informed consent was signed by one of the parents or 

the legal tutor. 

 

Pol Genetic Analysis 

RNA was extracted from plasma (QIAamp® Viral RNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany), 

reverse transcribed into complementary DNA (cDNA) (Invitrogen) and used as the target for 

nested polymerase chain reaction (nested-PCR) employing HIV-1 PR and RT K1/K2 external 

primers and DP10/F2 internal primers [Frenkel et al., 1995; Kozal et al., 1996]. Entire PR gene 

(corresponding to positions 2253-2549 relative to HXB2 genome, GenBank accession nº 

K03455) and a 750 bp fragment of RT gene (corresponding to positions 2550-3299 relative to 

HXB2 genome) were amplified. After amplicon purification (QIAquick® PCR Purification 

Kit/QIAGEN, Qiagen GmbH, Hilden, Germany) genomic sequencing was performed at Federal 

University of Goias (DYEnamic ET Dye Terminator kit, GE Healthcare, USA; ABI Prism 3100 

Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA). All generated sequences were subjected to 

quality control analysis by HIV-1 Quality Analysis Pipeline Tool (http://www.sanbi.ac.za) and 

screening by visual inspection of the alignment by Bioedit software to exclude sample mix-ups 

and contamination [Hall 1999]. 

 

Phylogenetic Analysis 

The isolates were subtyped by REGA automated genotyping tool version 2.0 and by comparing 

them to reference sequences from the Los Alamos HIV database (ww.hiv.lanl.gov) [Oliveira et 

al., 2005]. All sequences were aligned using Clustal X. Trees were performed by Neighbor-

90 



 110 

Joining (NJ) method under Kimura’s two-parameter correction (1000 replicates) using MEGA4 

software [Kimura 1980]. Isolates with discordant PR/RT subtypes were analyzed by Simplot 

3.5.1 [Lole et al., 1999]. The GenBank accession numbers used in the comparative phylogenetic 

analysis are subtype B, AY173956, AY331295, AY423387, DQ853463, K03455 and U63632; 

subtype C, AF286228, AF110967, AY772699, U46016, U52953 and AF067155; subtype D, 

AY371157, K03454, M27323 and U88822; subtype F, AF077336, AF005494 and AJ249238 

and the simian immunodeficiency virus sequences from chimpanzee (SIVcpz), X52154. 

 

Resistance Analysis 

Primary drug resistance was analyzed using the Calibrated Population Resistance (CPR) tool 

employing the Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation (SDRM) and International 

AIDS Society-USA (IAS-USA) major mutation lists. ART mutation susceptibility profile was 

analyzed by Stanford HIV Drug Resistance Database (hivdb.stanford.edu). Possible low-level 

resistance was not included due to its unknown clinical relevance (Accessed: April/2009). 

 

GenBank accession numbers of this study are FJ784162-FJ784238. 

 

Heteroduplex Mobility Assay (HMA) for env and gag Genes   

HIV-1 subtype determinations for env and gag genes were performed by heteroduplex mobility 

analysis (HMA) employing reagents provided by the NIH/AIDS Reagent Program [Heyndrickx 

et al., 2000]. In brief, whole blood-EDTA stored at -80°C was used for genomic DNA 

extraction. Ethanol-precipitated DNA was resuspended in TE buffer (Tris–EDTA) and stored at 

-80°C and HIV-1 env and gag genes were amplified by nested-PCR as described previously 

[Stefani et al., 2007]. 
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Statistical Analysis 

Frequencies, medians of main variables and 95% confidence interval (CI) were obtained using 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software for Windows version 13.0 (Chicago, 

IL, USA). 

 

RESULTS 

 

Patient’s Characteristics 

This study included 77 pregnant women infected with HIV-1, 35 were ARV naïve and 42 were 

ARV experienced. Similar median ages (around 24 years) and median CD4 T cell counts 

(around 400 cells/µ) were observed in both groups. The majority of ARV naïve patients had 

plasma viral loads below 100000 copies/ml and most of ARV experienced had viral loads below 

10000 copies/ml (Table I). 

Among 42 ARV experienced pregnant women, 23 were under ZDV monotherapy, 5 were under 

NRTI therapy (ZDV+3TC or ZDV+d4T), 13 were under NRTI + NNRTI therapy 

(ZDV+3TC+NVP) or NRTI + IP therapy (ZDV+3TC+NFV, ZDV+3TC+RTV, d4T + ddI + 

IDV + RTV); treatment information for one patient was missing. 

 

Primary and Secondary ARV Resistance in PR and RT Genes 

According to SDRM-2009 and IAS-USA mutation list, none of the 35 ARV naive pregnant 

women presented any principal drug resistance mutation. However, the following accessory 

drug resistance mutations were observed: A71T (16.67%, 1/6), L10V (33.33%, 2/6), L10I (50%, 

3/6) in the PR gene and V118I (2/6), V179D (1/6), V106I (1/6), K101Q (1/6), H221Y (1/6) in 

the RT gene. 
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Among 42 ARV experienced HIV-1 pregnant women ARV, seven (16.7%) presented HIV-1 

isolates with secondary drug resistance. Table II depicts the individual mutation profiles and the 

level of resistance to distinct ARV drugs conferred by these mutations. Two patients had 

resistance mutations to one ARV class (NRTI), four patients presented resistance mutations to 

two ARV classes (NRTI + NNRTI, n=2 and PI + NTRI n=2). One HIV-1 pregnant woman had 

virus with resistance mutations to all three classes of ARV drugs: PI, NRTI and NNRTI. 

 

HIV-1 Genetic Diversity in PR and RT Genes 

Among 77 HIV-1 infected pregnant women, the majority sequences (64/77, 83.12%) clustered 

with a single HIV-1 subtype in both the PR/RT genes: 67.5% (52/77) were assigned subtype B, 

11.7% (9/77) were subtype F1 and 3.9% (3/77) were classified as subtype C (Figure 1). 

Recombinant HIV-1 isolates in PR/RT genes were observed in 13 patients and were confirmed 

by bootscanning analysis: B/F1 (10.4%, 8/13) and F1/B (6.5%, 5/13) (data not shown). 

 

Genetic Diversity in PR, RT, GAG and ENV Genes 

Most HIV-1 isolates (76.6%, 63/77) screened by env/gag HMA and  sequenced in the pol genes 

have shown a single HIV-1 subtype in PR, RT, ENV and GAG genes: 66.2% (51/77) subtype B, 

3.9% (3/77) subtype C and 6.5% (5/77) subtype F1. Almost 30% of the isolates (18//77) had 

discordant HIV-1 subtypes in PR, RT, ENV and GAG genes (Table III). 

 

DISCUSSION 

This study among pregnant women infected with HIV-1 indicated only accessory mutations in 

PR gene and in RT genes among naïve patients. A significant level of secondary drug resistance 

mutations was observed in ARV experienced ones. Maternal and newborn ARV prophylaxis 
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together with other preventive measures such as elective caesarean section and proscription of 

breastfeeding contribute to reduce the risk of MTC [Newell et al., 2006]. However transmitted 

ARV resistance and the emergence of significant HIV-1 mutations in pregnant women taking 

temporary ARV prophylaxis therapy may impair the response to treatment and favor the vertical 

transmission of drug resistant virus.  

The absence of primary resistance mutations in this group of pregnant women recruited in 2003 

contrasts with 10% prevalence of primary drug resistance among 97 male and female patients 

recruited in the same setting in 2007-2008 [Cardoso et al., 2009 in press]. It’s possible that 

small sample size of this study may have contributed to the inability to detect primary drug 

resistance. More recent studies in Brazil have shown significant levels of primary drug 

resistance in northeast and southeast regions [Pedroso et al., 2007; Sucupira et al., 2007; Eyer-

Siva et al., 2008) whereas previous data have not revealed primary drug resistance [Tanuri et al., 

1999; Dumans et al., 2002]. The increasing trend in the prevalence of primary drug resistance in 

Brazil within time is compatible of higher levels of exposure of patients to ARV drugs. The 

investigation of drug resistance mutations following temporary ARV therapy during pregnancy 

and discontinuation after delivery which may reduce further treatment options was out of the 

scope of this study [Lyons et al., 2005].  

Genotypic tests performed among ARV experienced pregnant women from this study showed 

secondary drug resistance in over 15% of participants. This finding is of concern since 

resistance can reduce the efficacy of MTC preventive measures and further treatment options. PI 

resistance mutations were less frequent than RT inhibitor mutations, due to PIs higher genetic 

barrier and also due to the more recent introduction of this class of ARV in Brazil [Wu et al., 

2003]. In this study HIV-1 isolates with secondary resistance harbored either mutations in the 

RT gene only or mutations in both RT and PR genes. The most common RT gene mutation was 
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M184V, responsible to resistance to 3TC at rates as high as 39%, which also increases 

susceptibility to ZDV and d4T [Clarke et al., 1999; Mandelbrot et al., 2001]. M41L and T215Y 

NRTI mutations, which remove ZDV and d4T already incorporated in the DNA chain, were 

detected. D67N, K70R and K219Q mutations, known to contribute to some degree of resistance 

to ZDV and d4T NRTI were also present.  ARV experienced pregnant were under ZDV + 3TC 

or d4T which are commonly employed drugs in MTC prophylactic regimens [Tanuri et al., 

2002]. ZDV and d4T select thymidine analogue resistance mutations (TAMs) which were 

detected in codons 41, 67, 70 and 215. The accumulation of TAMs may lead to a varying degree 

of cross-resistance between NRTIs representing a significant obstacle to effective rescue/ 

prophylactic regimens [Clavel & Hance 2004]. The resistance data herein presented highlights 

the importance of genotypic resistance testing for pregnant women under ARV to optimize 

prophylactic/therapeutic regimens reducing the chances of MTC HIV-1 transmission. 

This is the first study to describe HIV-1 genetic diversity central Brazil in four genes. Previous 

studies from this geographic region have analyzed either env and gag or PR and RT genes 

[Stefani et al., 2000; Cerqueira et al,. 2004; Pereira et al., 2004; Pereira et al., 2006; Stefani et 

al., 2007; Véras et al., 2007, Cardoso et al., 2009 in press]. The analysis of four HIV-1 genes 

among pregnant women indicate higher level of recombinant viruses as more genes are 

analyzed, similarly to previous reports [Guimarães et al., 2002; Oliveira et al., 2008]. The 

combined env gag/PR RT data presented here show that recombination between subtypes B and 

F1 is occurring frequently in central Brazil and these recombinant viruses have been 

disseminating among heterosexual couples. The identification of recombinant circulating forms 

(CRF) by full length or near full length genome deserves further investigations. Moreover 

results from this study confirm that infections with “pure” HIV-1 subtypes F and C are sporadic 
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in central Brazil as reported in other regions [Brindeiro et al. 2003, Brígido et al. 2005, Sa-Filho 

et al. 2006, Guimarães et al. 2008].  

Prevention of MTCT by prophylactic ARV therapy is considered one of the best successful 

approaches to avoid transmission of HIV-1. However drug resistance mutations can impact 

ARV effectiveness. Our study showed significant prevalence of secondary resistance among 

ARV experienced patients indicating the importance of genotypic testing during pregnancy. The 

long term consequences of temporary exposure to ARV to prevent MTC transmission and the 

possible selection of resistance mutations following discontinuation of ART immediately post 

partum deserve further evaluation. 
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TABLE I. Main Characteristics of HIV-1 Pregnant Women Stratified by ARV Use.

  ARV Naive 

n=35  

ARV experienced 

n=42 

Age, years  (median range) 24 (17-35) 23.5 (15-35) 

CD4 cells/µ (median range) 467 (180-1362) 420 (144-1271) 

HIV-1 RNA copies/ml   

              <10000 36.84% (7/19) 76% (19/25) 

               10000 – 100000 36.84% (7/19) 16% (4/25) 

               >100000 26.32% (5/19) 8% (2/25) 

HIV-1 Diagnosis (year)   

1992 – 2000 2.9% (1/35) 23.8% (10/42) 

After 2000   85.7% (30/35) 69% (29/42) 

               Unknown 11.4% (4/35) 7.1% (3/42) 

ARV: antiretroviral. 
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TABLE II. Resistance Mutations Associated To PR And RT of HIV-1 Pregnant Women. 

Resistance Profile GenBank  

Accession  

Number 

 HIV-1 subtype 

envgag/ PRRT 

ARV regimen 

PR Major  

Mutations  

PR Minor 

Mutations 

NRTI  

Mutations 

NNRTI  

Mutations Low Intermediate High 

FJ784169 
B/B 

ZDV+3TC+NF 
- A71T M41L, M184V, T215Y E138A TDF 

ABC, ZDV, d4T, 

ddI 
3TC, FTC 

FJ784180 
B/BF1 

3TC+d4T 
- - M184V 

K103N, 

P225H 
ETR  - 

3TC, FTC, NVP, 

DLV, EFV 

FJ784182 
B/B 

ZDV+3TC 
D30N A71V 

D67N, K70R, M184V, 

K219Q 
E138K 

ABC, d4T, 

DLV, NVP 
ZDV NFV, 3TC, FTC 

FJ784206 
F1/F1 

ZDV+3TC 
 - - M184V K103N  -  - 

3TC, FTC, DLV, 

EFV, NVP 

FJ784213 
B/B 

d4T+ddI+IDV+RTV 
M46L, V82A L10V M184V - 

ATV, 

FPV, SQV 
IDV, LPV NFV, 3TC, FTC 

FJ784221 
B/B 

ZDV+ddI 
- 

L10I, 

A71T 
M41L, T215Y -  - 

ABC, ZDV, d4T, 

ddI, TDF 
 - 

FJ784237 
-/B 

ZDV+3TC+NVP 
D30N, N88D - M184V - ATV  - NFV, 3TC, FTC 

 

PR: protease, RT: reverse transcriptase; ARV: antiretroviral; NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitors; NNRTI: non-nucleoside reverse 
transcriptase inhibitors. ABC: abacavir; ATV: atazanavir; DLV: delavirdine; ddI: didanosine; d4T: stavudine; EFV: efavirenz; ETR: etravirine; 
FPV: fosamprenavir; FTC: emtricitabine; IDV: indinavir; LPV: lopinavir; NFV: nelfinavir; NVP: nevirapine, SQV: saquinavir TDF: tenofovir; 
ZDV: zidovudine and 3TC: lamivudine. 
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Fig. 1. Phylogenetic classification in PR and RT genes. The GenBank accession numbers used in 
the comparative phylogenetic analysis are subtype B, AY173956, K03455, U21153 and U63632; 
subtype C, U52953, AF286228, AF110967, U46016 and AF067155; subtype D, K03454, M27323 and 
U88822; subtype F, AF077336, AF005494 and the simian immunodeficiency virus sequence from 
chimpanzee (SIVcpz), X52154. 
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TABLE III. HIV-1 Genetic Diversity in env gag/PR RT 

Genes Among Pregnant Women. 

HIV-1 Subtype env gag/PR RT n % 

B/B 51 66.2 

C/C 3 3.9 

F1/F1 5 6.5 

B/BF1 5 6.5 

B/F1B 1 1.3 

BF1/F1B 2 2.6 

BF1/F1 3 3.9 

F1B/F1 1 1.3 

BF1/B 1 1.3 

-F1/F1B 1 1.3 

-/BF1 3 3.9 

-/F1B 1 1.3 

Total 77 100 

PR: protease; RT: reverse transcriptase; -: not available. 
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7. CONCLUSÕES 
 

Quanto à prevalência de mutações associadas à resistência primária a ARVs 

observamos: 

 

a. Alta prevalência (~10%) de resistência primária ou resistência transmitida em 

isolados do HIV-1 de pacientes virgens de tratamento do estado de Goiás 

recrutados em 2007-2008; 

b. Entre gestantes virgens de tratamento recrutadas em 2003 não foram detectadas 

mutações de resistência primária a ARVs. 

Esses dados sugerem que vírus resistentes estão sendo transmitidos e reforça 

a necessidade de monitoramento da transmissão de vírus com resistência, o que pode 

comprometer os esquemas terapêuticos de primeira linha e futuras opções 

terapêuticas.  

  

Quanto à prevalência de mutações associadas à resistência secundária a ARVs 

observamos: 

c. Alta proporção (79,2%) de resistência secundária; 

d. Alta prevalência (33,3%) de isolados do HIV-1 MDR às três classes de ARVs 

disponíveis; 

e. Entre 14 isolados MDR do HIV-1, 3 isolados apresentaram mutações de resistência 

ao inibidor de fusão, T-20, em pacientes com ou sem tratamento prévio com T-20; 

Esses dados indicam o benefício dos testes de genotipagem para o resgate de 

pacientes com mutações de resistência, principalmente para os pacientes 

apresentando isolados MDR. 
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Quanto à diversidade genética do HIV-1, independente do grupo de estudo 

avaliado no estado de Goiás, gestantes, pacientes virgens de tratamento, pacientes 

em terapia ARV observamos: 

f.  Predominância do subtipo B que co-circula com subtipos F1 e C. A presença dos 

subtipos F1 e C ainda é esporádica; 

g. Formas recombinantes do HIV-1 envolvendo os subtipos B e F1 representaram a 

segunda forma genética mais frequente depois do subtipo B. Vários padrões de 

recombinação entre os subtipos F1 e B foram observados;   

Esses dados ajudam a compor o mapa genético molecular do HIV-1 no Brasil. 

 

CONCLUSÃO GERAL 

 

Os resultados do estudo da diversidade genética do HIV-1 em diferentes 

subgrupos populacionais do estado de Goiás, gestantes, pacientes virgens de 

tratamento, pacientes em terapia ARV indicou extensa variabilidade genética, 

sobretudo de formas recombinantes envolvendo os subtipos B e F1. Esses dados 

ajudam a compor o mapa genético molecular do HIV-1 no Brasil.  

A alta prevalência de resistência primária encontrada no centro-oeste Brasileiro 

sugere que vírus resistentes estão sendo transmitidos. Esses dados reforçam a 

necessidade de monitoramento da transmissão de vírus com mutações de resistência, 

o que pode comprometer os esquemas terapêuticos de primeira linha e futuras opções 

terapêuticas. A alta prevalência de resistência secundária e presença de mutações às 

novas drogas ARVs indicam o benefício dos testes de genotipagem para o resgate de 

pacientes com mutações de resistência. 
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9. ANEXO - Metodologia 

 

9.1 Extração do DNA Genômico 

 

A extração do DNA genômico foi realizada a partir de sangue total colhido com 

ácido etilenodiaminotetracético (EDTA): 500 µl de amostra de sangue-EDTA é tratada 

com solução de lise de hemácias [sucrose 1 M (Sigma), Tris HCl 1 M (Invitrogen), 

MgCl2 1 M (Invitrogen) e 1 ml de Triton-X 100 (Invitrogen), quantidade suficiente para 

(qsp) 100 ml de água ultrapura (Gibco)]. A mistura é homogeneizada em vórtex, 

centrifugada a 4000 rotações por minuto (rpm) por 15 minutos (min) e o sobrenadante 

desprezado. É adicionado 1 ml de DNAzol (Sigma) e incubado por 15 min para 

promover a lise de células mononucleares periféricas. À essa solução é acrescido 

etanol absoluto (Merck) para precipitação do DNA genômico, seguido de resfriamento 

à temperatura de -80°C por 1 hora (h) e centrifugad o a 14000 rpm por 25 min em 

temperatura ambiente e o sobrenadante desprezado. Em seguida, o precipitado de 

DNA genômico é lavado por duas vezes com 1 ml de etanol 80% por centrifugação 

(14000 rpm por 2 min e 14000 rpm por 5 min) e o sobrenadante desprezado. O DNA 

genômico é incubado por 30 min em estufa a 60°C ou por 12 h à temperatura 

ambiente e posteriormente solubilizado em 50 µl de água ultrapura. As amostras de 

DNA genômico contendo o DNA proviral foram armazenadas à temperatura de -80°C. 

 

9.2 Extração do RNA Genômico 

 

A extração do RNA foi realizada através do kit de extração QIAamp® Viral RNA 

Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany), conforme protocolos do fabricante: a partir 
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de 140 µl de amostra de plasma, 5,6 µl da enzima carrier-RNA e 560 µl do tampão de 

lise, seguido por 10 min de incubação a temperatura ambiente (15-25°C), as partículas 

virais circulantes sofrem lise e o RNA é precipitado com 560 µl de etanol absoluto 

(Merck). Durante uma rápida centrifugação (8000 rpm por 1 min), o RNA é adsorvido a 

uma membrana de sílica. Seguem-se duas etapas rápidas de centrifugações com um 

volume de 500 µl de tampão de lavagem em cada etapa, para que as proteínas e 

outros contaminantes sejam retirados garantindo a pureza do RNA. A eluição do RNA 

da coluna de sílica é realizada com uma rápida de centrifugação com 60 µL de tampão 

de eluição. As amostras de RNA foram armazenadas à temperatura de -80°C. 

 

9.3 Síntese do DNA Complementar Através da Retrotra nscrição do RNA 

 

A transcrição reversa do RNA para obtenção do cDNA foi realizada através do 

kit de transcrição reversa do RNA (Invitrogen) conforme protocolos do fabricante: a 

partir de 10 µl de RNA extraído (≤ 1 µg), 1 µl de desoxirribonucleotídeos trifosfatados 

(mistura de dNTPs constituída por dATP desoxiAdenina trifosfatada; dCTP 

desoxiCitosina trifosfatada; dTTP desoxiTimina trifosfatada e dGTP desoxiGuanina 

trifosfatada) (10 mM) e 1 µl primer randômico (150 ng/µl) segue-se uma incubação de 

5 min a 65°C e após, choque térmico em gelo por 1 m in. Em seguida é adicionado 1 µl 

da enzima super script III RT (200 U/µl), 4 µl de tampão 5x, 1 µl do agente redutor 

ditiotreitol (DTT a 0,1 M), 1 µl da enzima RNase out (40 U/ml) e 1 µl de água ultra pura 

(Gibco). A reação de retrotranscrição é realizada com o período de ciclagem de 25°C 

por 5 min, 50°C por 60 min seguida de inativação da  reação a 70 °C por 15 min. As 

amostras de cDNA foram armazenadas à temperatura de -80°C. 
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9.4 Amplificação do Gene env e gag do HIV-1 Através da Reação em Cadeia da 

Polimerase em Duas Etapas (“nested”-PCR)   

 

A amplificação dos genes env, fragmento de aproximadamente 560 pb (HXB2, 

6816-7380) e gag, fragmento de aproximadamente 460 pb (HXB2, 1123-1589) foi 

realizada segundo Heyndrickx e colaboradores (2000) com algumas modificações. Na 

primeira etapa da “nested”-PCR foram utilizados tampão de PCR 10x (Invitrogen), 

MgCl2 a 15 mM (Invitrogen), dNTP a 25 mM (Invitrogen), Taq DNA polimerase a 5 U/µl 

(Invitrogen), primers externos para a região env ED5 e ED12 (Gibco) ou para a região 

de gag, H1P202 e H1G777 (Gibco), 10 µl do DNA genômico e água ultra pura (Gibco) 

qsp 50 µl. 

 

H2O Ultra Pura............................................32,1 µl 

Tampão de PCR 10x + MgCl2 15 mM ..........5 µl 

Mistura de dNTP 25 mM.............................0,4 µl 

Primer 10 pmoles/µL..................................1 µl 

Primer 10 pmoles/µL..................................1 µl 

Taq 5 U/µL..................................................0,5 µl 

Amostra de DNA........................................10 µl 

Volume total................................................50 µL 

 

Na segunda etapa da “nested”-PCR foram utilizados tampão de PCR 10x 

(Invitrogen), MgCl2 a 15 mM (Invitrogen), dNTP a 25 mM (Invitrogen), Taq DNA 

polimerase a 5 U/µl (Invitrogen), primers internos para a região env ED31 e ED33 
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(Gibco) ou para a região de gag, H1Gag1584 e g17 (Gibco), 10 µl do produto da 

primeira etapa da “nested-PCR” e água ultra pura (Gibco) qsp 100 µl. 

 

H2O Ultra Pura...............................................63,5 µl 

Tampão de PCR 10x + MgCl2 15 mM ..........16,7 µl 

Mistura de dNTP 25 mM.................................0,8 µl 

Primer 10 pmoles/µL......................................4 µl 

Primer 10 pmoles/µL......................................4 µl 

Taq 5 U/µL.....................................................1 µl 

Produto da 1ª etapa......................................10 µl 

Volume total..................................................100 µL 

 

As duas etapas da “nested”-PCR foram realizadas em termociclador automático 

(GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA). As 

duas etapas de amplificação da região do gene env foram realizadas utilizando o 

seguinte programa de ciclagem: 3 ciclos 97°C por 1 min, 55°C por 1 min, 72°C por  

2 min, 32 ciclos a 94°C por 45 seg, 55°C por 1 min,  72°C por 2 min, 1 ciclo 72°C por 

10 min e 4°C por tempo indeterminado. 

A primeira etapa de amplificação da região gag foi realizada utilizando o 

seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo a 94°C por 2  min,  35 ciclos a 94°C por 30 seg, 

50°C por 30 seg e 72°C por 90 seg, 1 ciclo a 72°C p or 7 min e 4°C por tempo 

indeterminado. Já, a segunda etapa de amplificação da região gag foi realizada com o 

seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo a 94°C por 2  min, 35 ciclos a  94°C por 30 seg, 
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50°C por 30 seg e 72°C por 60 seg, 1 ciclo a 72 °C por 7 min e 4°C por tempo 

indeterminado. 

As informações sobre as sequências de nucleotídeos dos primers utilizados na 

“nested”-PCR encontram-se na tabela 2. 

 

9.5 Amplificação das Cepas de Referência do Gene env e gag do HIV-1  Através 

de PCR 

  

Regiões do gene env e gag de cepas de referência de subtipos conhecidos 

inseridas em plasmídeos de DNA foram obtidas mediante convênio com o NIH/AIDS 

Research and Reference Reagent Program, USA. As cepas de referência foram 

amplificadas com os primers empregados na segunda etapa da “nested”-PCR. Desta 

forma, a etapa de hibridização de DNA para realização da HMA (amostra-teste + cepa 

de referência) emprega fragmentos de comprimentos semelhantes. 

Para a subtipagem do HIV-1 na região do gene env e gag pela HMA foram 

utilizadas cepas de referência representando os subtipos genéticos do HIV-1 

prevalente no Brasil: B (B1, B2, B3), C (C1, C2), D (D1, D3) e F (F1, F2). Cada subtipo 

possui pelo menos duas cepas de referência provenientes de isolados diferentes 

pertencentes ao mesmo subtipo. 

 

9.6 Amplificação do Gene pol e gp41 do HIV-1 Através da Reação de “nested”-

PCR  

 

Duas regiões diferentes do gene pol foram alvos de amplificação por  

“nested”-PCR e a gp41 do gene env do HIV-1: o gene completo da PR (HXB2, 2253-
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2549), o fragmento de aproximadamente 750 pb do gene da TR (HXB2, 2550-3299) e 

o fragmento de 766 pb do gene da gp41 do HIV-1 (HXB2, 7641-8406). 

Na primeira etapa da “nested”-PCR foram utilizados tampão de PCR 10x 

(Invitrogen), MgCl2 a 50 mM (Invitrogen), dNTP a 25 mM (Invitrogen), Taq DNA 

polimerase a 5 U/µl (Invitrogen), primers externos para a região pol, Kozal-1 e Kozal-2 

ou para o gene da gp41, HJ54 e HR Ext a 10 pmol/µL cada (Gibco), 5 µl do cDNA 

obtido por RT-PCR e água ultra pura (Gibco) qsp 50 µl. 

 

H2O Ultra Pura............................................33,45 µl 

Tampão de PCR 10x...................................5 µl 

MgCl2 50 mM .............................................3,5 µl 

Mistura de dNTP 25 mM.............................0,8 µl 

Primer 10 pmoles/µL..................................1 µl 

Primer 10 pmoles/µL..................................1 µl 

Taq 5 U/µL..................................................0,25 µl 

Amostra de cDNA.......................................5 µl 

Volume total................................................50 µL 

 

Na segunda etapa da “nested-PCR” foram utilizados tampão de PCR 10x 

(Invitrogen), MgCl2 a 50 mM (Invitrogen), dNTP a 25 mM (Invitrogen), Taq DNA 

polimerase a 5 U/µl (Invitrogen), primers internos para a região pol, DP10 e Frenkel-2 

ou para a região da gp41, HJ53 e Ava 1 a 10 pmol/µl cada (Gibco), 5 µl do produto da 

primeira etapa da “nested-PCR” e água ultra pura (Gibco) qsp 100 µl. 
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H2O Ultra Pura............................................71,9 µL 

Tampão de PCR 10x..................................10 µL 

MgCl2 50 mM .............................................7 µL 

Mistura de dNTP 25 mM.............................1,6 µL 

Primer 10 pmoles/µL...................................2 µL 

Primer 10 pmoles/µL...................................2 µL 

Taq 5 U/µL..................................................0,5 µL 

Produto da 1ª etapa.....................................5 µl 

Volume total................................................100 µL 

 

As duas etapas da “nested”-PCR para a região pol do HIV-1 foram realizadas 

utilizando o seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo de 94°C por 1 min, 35 ciclos de 

94°C por 45 seg, 55°C por 45 seg e 72°C por 2 min, extensão final de 72°C por 10 min 

e 4 °C por tempo indeterminado. E a primeira etapa da “nested”-PCR para a região da 

gp41 do HIV-1 foi realizada utilizando o seguinte programa de ciclagem: 1 ciclo de 

95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30 seg, 55°C por 40 seg e 72°C por 1 min e 15 

seg e extensão final de 72°C por 10 min. Já, a segu nda etapa da “nested”-PCR para a 

região da gp41 do HIV-1 foi realizada utilizando o seguinte programa de ciclagem:  

1 ciclo de 95°C por 5 min, 35 ciclos de 95°C por 30  seg, 55°C por 40 seg e 72°C por  

1 min, extensão final de 72°C por 10 min e 4°C por tempo indeterminado. 
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Tabela 2. Sequência dos Primers de 5’ → 3’ para o Gene env, gag e pol do HIV-1. 

Nome 

Primers 

Sequência 

5’ → 3’ 

Localização 

HXB2* 

Comprimento 

(pb) 

ED5 ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG 6556-6581 26 pb 

ED12 AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG 7822-7792 30 pb 

ED31 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 6816-6844 29 pb 

ED33 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC 7359–7380 22 pb 

H1P202 CTAATACTGTATCATCTGCTCCTGT 1874-1898 25 pb 

H1G777 TCACCTAGAACTTTGAATGCATGGG 777-801 25 pb 

H1Gag1584 AAAGATGGATAATCCTGGG 1123-1141 19 pb 

g17 TCCACATTTCCAACAGCCCTTTTT 1566-1589 24 pb 

K1 CAGAGCCAACAGCCCCACCA 2147-2166 20 pb 

K2 TTTCCCCACTAACTTCTGTATGTCATTGAC 3309-3338 30 pb 

DP10 CAACTCCCTCTCAGAAGCAGGAGCCG 2198-2223 26 pb 

DP16 CCTCAAATCACTCTTTGGCAAC 2253-2274 22 pb 

DP17 AAAATTTAAAGTGCAGCCAAT 2529-2549 21 pb 

DP11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA 2572-2598 27 pb 

RT9 GTACAGTATTAGTAGGACCTACACCTGTC 2469-2598 29 pb 

RT1 CCAAAAGTTAAACAATGGCCATTGACAGA 2604-2632 29 pb 

F2 GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3301-3321 21 pb 

F3 TATCAGGATGGAGTTCATAAC 3241-3261 21 pb 

HJ54 GTRGAGGRGAATTTTTCTAYTG 7357-7378 22 pb 

HR Ext GGYGGTAGCTGAARAGGCACAG 8511-8532 22 pb 

HJ53 GGARATATGAIGGACAATTGGAGAAGTG 7641-7668 28 pb 

AVA 1 CKGGTYCCCTCGGGIYTGGG 8387-8406 20 pb 

JH41 CAGCAGGWAGCACKATGGG 7798-7816 19 pb 

EN27 CTGGYATAGTGCARCARCA 7861-7879 19 pb 
 

* Localização dos primers relativo a sequência de referência do HIV-1 (HXB2, K03455). 
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9.7 Eletroforese em Gel de Agarose 1% 

 

Os fragmentos de amplificação obtidos através da amplificação pela  

“nested”-PCR do gene env e gag foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1% (Gibco) em presença de brometo de etídio 0,005% (50 µl de brometo de etídio/ 1 L 

de tampão Tris-Acetato-EDTA [TAE] 1x, Gibco). Uma mistura contendo 5 µl de 

material amplificado e 2 µL do corante marcador da corrida Xileno Cianol 0,2% 

(Sigma) foi aplicada no gel e paralelamente 7 µl da mistura de padrão de peso 

molecular (100 bp DNA Ladder, Invitrogen). 

Já, os fragmentos de amplificação obtidos através da amplificação pela 

“nested”-PCR do gene pol e da gp41 do HIV-1 foram analisados por meio de aplicação 

de uma mistura contendo 4 µl de produto de amplicon e 1 µl de azul de bromofenol 

puro (Gibco) ao gel e paralelamente 4 µl de uma mistura de padrão de peso molecular 

(100 bp Low DNA Mass Ladder, Invitrogen) e 1 µl de azul de bromofenol puro (Gibco). 

Este marcador de peso molecular consiste em uma mistura de fragmentos de 2000, 

1200, 800, 400, 200 e 100 pb contendo 200, 120, 80, 40, 20, e 10 ng de DNA, 

respectivamente.  

A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Horizon 11-14 e 25-25 

Gel Electrophoresis Apparatus, Gibco-Life Technologies, USA) durante 1 h a 100 V, 

400 mA em tampão TAE 1x. O gel foi analisado sob luz ultravioleta a 310 nm de 

comprimento de onda para visualização de bandas fluorescentes. 
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9.8 Análise da Mobilidade de Heteroduplex (HMA) dos  Subtipos do Gene env e 

gag do HIV-1 

 

A técnica da HMA foi realizada segundo Heyndrickx e colaboradores (2000). 

Para geração dos híbridos é acrescida à 5 µl da amostra-teste, a solução contendo 5 

µl das diferentes cepas de referência a 10 ng/mL em Tris HCl 10 mM (pH 7,4) e EDTA 

0,1 mM (pH 8,0) e 1,2 µl de tampão de anelamento 10x (NaCl 1 M Art Lab, Tris HCl 

100 mM Invitrogen, pH 7,8, EDTA 20 mM, Sigma). A mistura é aquecida a 94°C 

durante 2 min e imediatamente resfriada em banho de gelo por 10 min. É adicionado à 

mistura 2 µl do corante marcador de corrida (azul de bromofenol 0,1%) e 

posteriormente aplicada no gel de poliacrilamida a 5% este é preparado conforme o 

descrito a seguir: 

 

Solução Estoque de Acrilamida /Bisacrilamida ................. 8,3 ml 

Tris-Borato-EDTA 10x - TBE 10x...................................... 5,0 ml 

Persulfato de Amônia - APS............................................. 50 mg 

N,N,N’,N’-TetraMethylEthyleneDiamine - TEMED............ 33 µl 

H2O Ultra Pura qsp ........................................................ 50 ml 

 

A solução estoque de Acrilamida/Bisacrilamida é preparada a 30% em 

Acrilamida e 0,8% em Bisacrilamida, em água Milli-Q. O TBE 10x concentrado é 

preparado a partir de ácido bórico 5,5%, Tris-base 10,8%, 40 ml de EDTA 0,5M pH 8,0 

e água ultra pura qsp 1000 ml. Para a subtipagem genética na região gag, o gel de 

poliacrilamida é preparado com uréia 20% (Invitrogen). O gel é polimerizado durante 
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60 min em placas de vidro de 16 cm de altura x 19,5 cm de largura (placa anterior) e 

19 cm de altura x 19,5 cm de largura (posterior), espaçadores de 1,5 mm de 

espessura e pentes com 20 canaletas. 

A eletroforese é realizada em cuba vertical (V16-2 Vertical Gel Apparatus, 

Gibco) durante 2,5 h a 250 V em TBE 1x com uma pré-corrida de 15 min a 250 V 

antes da aplicação das amostras. 

O gel foi corado através da imersão em TBE 1x com brometo de etídio 0,005% 

durante 20 min. A mobilidade dos híbridos foi analisada no transluminador sob luz 

ultravioleta a 310 nm de comprimento de onda. 

 

9.9 Purificação dos Produtos Amplificados dos Genes  pol e gp41 do HIV-1 

Obtidos Através da “nested”-PCR  

 

Os produtos amplificados da segunda etapa da “nested”-PCR dos genes pol e 

gp41 foram purificados empregando-se o kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN 

(Qiagen GmbH, Hilden, Germany), conforme protocolos do fabricante: 96 µl do produto 

amplificado da segunda etapa da “nested”-PCR são adicionados a 480 µl de tampão 

com alta concentração de sais caotrópicos que modifica a estrutura da água e permite 

um pH ótimo para ligação eficiente de produtos de PCR de dupla fita e, ainda é 

removedor de primers, sais, enzimas e nucleotídeos não incorporados. Mediante uma 

etapa rápida de centrifugação (13000 rpm por 1 min), o produto de PCR é adsorvido a 

uma membrana de sílica. Segue-se uma etapa rápida de centrifugação com um 

volume de 750 µl de tampão de lavagem, para que as proteínas e outros 

contaminantes sejam retirados garantindo a pureza do produto de PCR. Uma etapa 
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rápida de centrifugação adicional é requerida para eliminação total de resíduos dos 

tampões. A eluição do produto puro de PCR da membrana de sílica é realizada com 

50 µl de tampão de eluição que provoca a redução do pH e da concentração de sais, 

seguida por uma incubação de 1 min a temperatura ambiente e uma etapa rápida de 

centrifugação. As amostras de produto de PCR purificadas foram armazenadas à 

temperatura de -20°C. 

 

9.10 Sequenciamento Automatizado dos Genes pol e gp41 do HIV-1 

 

Os produtos de PCR purificados do gene pol e da gp41 do HIV-1 foram 

submetidos ao sequenciamento automatizado utilizando o kit DYEnamic ET Dye 

Terminator (GE Healthcare). Em placas de 96 poços (Applied Biosystems Inc, Foster 

City, CA, USA) foram adicionados 2 µl de produto de PCR purificado, 3 µl de tampão 

de sequenciamento 5x (Applied Biosystems Inc, Foster City, CA, USA), 4 µl de cada 

um dos 8 primers separadamente a 1,5 pmol/µl para o gene pol (Gibco) (DP10, DP11, 

DP16, RT9, RT1, RT4, F2 e F3) e 4 primers separadamente a 1,5 pmol/µl para o gene 

da gp41 (Gibco) (HJ53, JH41, EN27 e AVA 1), 1 µl de DyeNamic ET Dye Terminator 

(GE Healthcare) e 5 µl de água ultra pura (Gibco). A reação de sequenciamento foi 

realizada em termociclador automático com o seguinte programa de ciclagem:  

25 ciclos de 95 °C por 20 seg, 50°C por 15 seg e 60 °C por 60 seg. 

Os produtos sequenciados foram submetidos à precipitação com isopropanol e 

etanol para purificação do material. Foram adicionados à placa contendo amostra 

sequenciada, 60 µl de isopropanol 65% (Merck), homogeneizadas em vórtex por  

30 seg, seguida de incubação por 20 min à temperatura ambiente ao abrigo da luz. 
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Seguiu-se uma centrifugação de 45 min a 2000 g (força centrífuga relativa a 

gravidade). Após esse período os sobrenadantes foram descartados por inversão das 

placas em papel absorvente por 2 min. Foram adicionados 250 µl de etanol 60% 

(Merck) seguida por centrifugação por 10 min a 2000 g. Novamente os sobrenadantes 

foram descartados e adicionados 100 µl de etanol 60% (Merck) seguido por 

centrifugação por 10 min a 2000 g. Os sobrenadantes foram descartados e a placa 

invertida foi centrifugada por 1 min a 500 rpm para sua completa secagem. As 

amostras foram ressuspensas em 10 µl de formamida Hi-Di (Applied Biosystems Inc, 

Foster City, CA, USA) para desnaturação da fita dupla de DNA, seguida por um 

período de incubação de 2 min a 95ºC e choque térmico em gelo por 2 min. 

Finalmente, a leitura dos eletroferogramas foi realizada em sequenciador automático 

(ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) do Laboratório de Genética 

e Genômica de Plantas, Instituto de Ciências Biológicas 1 (ICB-I/UFG) sob 

responsabilidade do Professor Doutor Alexandre Siqueira Guedes Coelho. 

 

9.11 Análise dos Cromatogramas  

 

Após a obtenção dos cromatogramas, as sequências foram submetidas ao 

programa Phred (Ewing et al. 1998) para serem avaliadas quanto à qualidade. As 

sequências foram editadas manualmente por comparação de complementaridade dos 

contigs e alinhadas com a sequência de referência HXB2 através do programa Staden 

Package 1.6 para Windows (http://staden.sourceforge.net/). Este programa consiste 

em uma série de ferramentas para preparação das sequências (pregap4), montagem e 
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edição (gap4) e análise de sequências de DNA e proteínas (spin) e foi obtido 

gratuitamente através do site http://staden.sourceforge.net/. 

Todas as sequências geradas através da edição manual no programa Staden 

Package foram submetidas a análises de controle de qualidade para garantir ausência 

de possíveis contaminações entre as amostras (Learn et al. 1996). Esta análise foi 

realizada através do programa de bioinformática HIV Quality Analysis Pipeline 

(http://www.sanbi.ac.za), que testa as sequências para possíveis existências de 

contaminações usando BLAST (comparação) com um banco de dados público no 

GenBank de aproximadamente 200.000 sequências publicadas e um BLAST com o 

banco de dados interno do laboratório. 

 

9.12 Análise Genética 

 

A presença de mutações relacionadas à resistência aos ARVs foi avaliada com 

a ferramenta de bioinformática do programa da Universidade de Stanford (Stanford 

HIV Drug Resistance Database - http://hivdb6.stanford.edu) que, define as mutações a 

partir de diferenças da sequência consenso do subtipo B do HIV-1. Através da análise 

de similaridade genética, as mutações virais encontradas pela técnica de 

sequenciamento são interpretadas e fornecem informação do perfil de resistência as 

drogas ARVs (suscetível, potencial de baixo nível, baixo nível, intermediário e alto 

nível de resistência). Além disso, a análise de resistência aos ARVs também foi 

avaliada através da comparação com o banco de dados da Sociedade internacional de 

Aids dos Estados Unidos da América (IAS-USA). Nos meses de fevereiro e abril de 

2009, todas as sequências foram submetidas a uma nova análise de resistência, a fim 
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de que os resultados fossem padronizados em um único período. A ferramenta de 

calibração da população com resistência (CPR), da Universidade de Stanford, também 

foi utilizada para estimar a prevalência de resistência primária dentro da população 

virgem de tratamento.  

A definição dos subtipos genéticos dos isolados do HIV-1 estudados foi 

realizada empregando diversas ferramentas de subtipagem do HIV como: programa 

REGA HIV-1 versão 2.0 (Oliveira et al. 2005) através do site 

http://www.bioafrica.net/subtypetool/html, programa Jumping Profile Hidden Markov 

Model (jpHMM-HIV, Zhang et al. 2006) através do site http://jphmm.gobics.de e por 

fim, inferência filogenética.  

A construção da árvore filogenética foi realizada através do alinhamento das 

sequências de estudo com sequências de referência mais representativas dos 

diversos subtipos puros e recombinantes do grupo M do HIV-1 obtido através do 

banco de dados Los Alamos HIV Database (http://hiv_web.lanl.gov). O alinhamento foi 

obtido através do programa Clustal X versão 2.0 (Thompson et al. 1994) obtido através 

do site http://bips.u-strasbg.fr/fr/Documentation/ClustalX/. O alinhamento foi editado 

manualmente através do programa BioEdit versão 5.0.9 (Hall 1999) obtido através do 

site http://mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html. Por fim, a árvore filogenética foi 

construída através do método neighbor-joining (Nei & Kumar 2002) e modelo evolutivo 

Kimura 2-parâmetros (Kimura 1980) com valor de suporte (bootstrap) de 1000 

replicatas, usando o programa MEGA versão 4.0 (Tamura et al. 2007), obtido através 

do site http://www.megasoftware.net/fixed_bugs.html. A sequência do vírus da 

imunodeficiência símian do chimpanzé (SIVcpz) foi utilizada como grupo externo. 
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Os isolados virais que apresentaram subtipos discordantes em mais de uma 

região genômica do HIV-1 foram analisados para confirmação da recombinação 

através do programa SIMPLOT versão 3.5.1 (Lole et al. 1999), sob os seguintes 

parâmetros: método neighbor-joining, modelo evolutivo Kimura 2-parâmetros com 

valor de bootstrap de 1000 replicatas, janela de 200 pb com passos de 20 pb,  

gap-stripped e taxa de transversão/transição no valor de 2,0. 

Todas as sequências dos isolados do HIV-1 obtidas nesse estudo foram 

depositadas no banco de dados do GenBank com os seguintes números de acesso: 

FJ548786 - FJ548823; FJ594127 - FJ594185; FJ618909 - FJ618910; FJ638422 - 

FJ638467; FJ687040 - FJ687053 e FJ784162 - FJ784238. 
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10. ANEXO - Termo de Consentimento Livre e Esclarec ido 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAÚDE PÚBLICA 

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITO LOGIA E PATOLOGIA 
Rua 235 s/n Setor Universitário CEP 74605050 

Laboratório de Imunologia da Aids e da Hanseníase - Laboratórios n° 326, 327 e 335. 
Telefones:  (62) 32096111 32096106    

 
 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
Você está sendo convidado para participar como voluntário em uma investigação sobre infecção 

pelo HIV/AIDS. Você será informado sobre todas as etapas da investigação. Caso você aceite 

participar da investigação, assine ao final deste documento.  Caso não queira participar, você 

não sofrerá nenhum tipo de prejuízo no seu tratamento, assistência, cuidado ou 

acompanhamento. 

Informações sobre a Pesquisa 

Título do Projeto: ESTUDO DE RESISTÊNCIA GENÉTICA A ANTIRETROVIRAIS E 

MAPEAMENTO GENÉTICO MOLECULAR DO HIV-1 NO CENTRO-OESTE E NORTE 

DO BRASIL 

Responsável: Dra Mariane Martins de Araújo Stefani – Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública / Universidade Federal de Goiás 

 

Descrição da Pesquisa 

O vírus que causa a aids é chamado de HIV-1. Vários estudos realizados em diferentes países e 

no Brasil indicam que este vírus é muito variável e apresenta várias formas genéticas diferentes 

chamadas de subtipos. Além disto o HIV pode mudar seu material genético e ficar resistente a 

drogas que são normalmente utilizadas no tratamento da infecção. O objetivo deste estudo é 

identificar o tipo de HIV-1 responsável pela sua infecção e analisar se este vírus apresenta 

alterações que fazem com que o vírus não seja destruído pelas drogas usadas para combatê-lo. 

n°_____
_ 
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Procedimento da Pesquisa 

Se você concordar em participar desse estudo, nós iremos fazer perguntas sobre fatores que 

podem levar a maior risco para infecção pelo HIV e coletar uma única amostra de sangue que 

apresenta um risco mínimo à saúde. 

Tudo o que soubermos sobre você através do estudo (resultados de exames, entrevista) será 

confidencial. A sua identidade jamais será revelada e mesmo na divulgação dos resultados 

nenhum participante será identificado de nenhuma maneira.  

Os resultados sobre o tipo de HIV-1 que causou sua infecção e se este vírus sofreu alteração e 

pode não responder ao tratamento serão repassados ao laboratório onde você faz seus exames de 

carga viral e contagem de CD4 ou ao médico responsável pelo seu acompanhamento. Se você 

tem alguma dúvida relacionada ao estudo neste momento ou durante a investigação, você 

poderá contactar o Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de 

Goiás, Laboratório de Imunologia da AIDS, Prof Dra Mariane Martins de Araújo telefone 

0XX62 3209 6111 que estará disponível para esclarecer suas dúvidas. 

Participação 

A sua participação é voluntária, você pode recusar e retirar o seu consentimento a qualquer 

momento, sem nenhum prejuízo na realização dos exames de rotina  de acompanhamento ou  no 

tratamento da infecção pelo HIV.  

A sua participação voluntária não irá além da coleta de sangue e entrevista, não havendo, 

portanto, nenhum tipo de risco à sua saúde e integridade física, não cabendo, pois, qualquer tipo 

de indenização por danos, pois estes não existem. 

Confidencialidade 

Todos os dados da pesquisa serão confidenciais, somente usados pelos pesquisadores para fins 

científicos. Nenhum nome ou resultado individual será divulgado, permanecendo em sigilo. O 

paciente terá acesso aos resultados a qualquer tempo. 

 

Consentimento 

Eu,_________________________________________________________________________, 

RG/CPF no._______________concordo em participar deste estudo. Certifico que fui informado 

sobre o estudo, estou ciente que minha participação é voluntária, que responderei a um 

questionário e serei submetido a uma única coleta de sangue. Sei que posso desistir de participar 
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deste estudo em qualquer momento sem ter nenhum tipo de prejuízo no meu 

tratamento/assistência ou acompanhamento. Concordo, inclusive, com a possível publicação dos 

resultados dessa pesquisa em forma de resumos e/ou artigos científicos em revistas, pois sei que 

os pacientes serão identificados por códigos. Informo que aceito participar/ou que o menor de 

18 anos sob minha responsabilidade participe da investigação. 

 

_____________________________________   ______________________ 

Assinatura do participante ou responsável pelo menor                  Assinatura do entrevistador 

 

____________________________________    Data:_____/_____/_______ 

 Assinatura do Pesquisador 

 

Testemunhas não vinculadas à equipe de pesquisadores: 

Assistimos a informação sobre o estudo, solicitação do consentimento e o aceite do voluntário 

em participar 

Nome__________________________________ Assinatura____________________________ 

Nome__________________________________ Assinatura____________________________ 
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11. ANEXO - Questionário 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 
INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAÚDE PÚBLICA 

DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITO LOGIA E PATOLOGIA 
Rua 235 s/n Setor Universitário CEP 74605050 

Laboratório de Imunologia da Aids e da Hanseníase - Laboratórios n° 326, 327 e 335. 
Telefones:  (62) 32096111 

 
 

QUESTIONÁRIO SOBRE FATORES DE RISCO PARA INFECÇÃO PELO HIV  

 
 

 

UNIDADE :..............................................................................................Data:........./........../..........                                                

 

Nome do (a) Médico (a):................................................................................................................. 

 

Nome do Paciente:...............................................................................................ID: ..................... 

 

N° do Prontuário:........................................................................................................................... 

 

Data de Nascimento:............/.........../............    Idade:.............. anos     Sexo: (     ) F      (     ) M         

 

Endereço:......................................................................................................................................... 

 

Bairro :........................................................Cidade:....................................................UF:.............. 

 

Cidade de Residência nos Últimos Dez Anos:.............................................................................. 

 

Telefones para Contatos:............................................................................................................... 

 

Escolaridade:........................................................Profissão:.......................................................... 

 

DADOS GERAIS 

n°_____
_ 
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Tipo de Exposição: 

(      ) parceiro heterossexual HIV +/aids     (      ) parceiro homossexual HIV +/aids 

(      ) usuário de drogas injetáveis               (      ) transfusão de sangue 

(      ) transmissão vertical (mãe/filho)          (      ) outro ................................................................. 

 

Ano, Local e Unidade de Diagnóstico da Infecção pelo HIV :..................................................... 

Tem Filhos?  (     ) Não   (     ) Sim    Quantos?................    

Tem Algum Filho com HIV/aids?  (    ) Não  (    ) Sim  Quantos?.............  Qual Idade?.......... 

Em Esquema Anti-retroviral?  

(     ) Não- Naive:.............................................................................................................................. 

(     ) Sim- Início do Tratamento:...................................................................................................... 

 

Município e Unidade da realização do tratamento:.................................................................... 

 

NNRT:.............................................................................................................................................. 

NRT:................................................................................................................................................. 

IP:..................................................................................................................................................... 

 

Último Resultado da Carga Viral:.....................................................Data:........../........../............ 

 

Último Resultado da Contagem de CD4:...........................................Data:........../........../........... 

                                                     

Último Resultado da Contagem de CD8:.........................................Data:........../.........../............ 

 

Observações:....................................................................................................................................

..........................................................................................................................................................
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12. ANEXOS - Pareceres dos Comitês de Ética em Pesq uisa 
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13. ANEXO – Financiamento do Projeto de Pesquisa 
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