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1. Introdução 
A Síndrome da Imunodeficiência Adquirida-SIDA/aids foi primeiramente 

descrita na década de 80 e atualmente lidera a causa de mortes em países em 
desenvolvimento. Globalmente, acredita-se que existam 40 milhões de pessoas 
vivas infectadas pelo Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV), 70% das quais 
vivem na África sub-Saariana (Peeters et al. 2003). 

 A epidemia da aids foi introduzida no Brasil através de homossexuais 
masculinos, na região sudeste do país, durante a primeira metade da década de 
80. Em seguida expandiu-se para as outras regiões brasileiras e para outros 
grupos populacionais (usuários de drogas injetáveis, hemofílicos, crianças 
nascidas de mães infectadas e mulheres com parceiros infectados). Hoje, no 
Brasil, já foram notificados 362.364 casos de Aids (Ministério da Saúde 2005). 
. A aids é causada por um retrovírus da família lentivírus denominado Vírus 
da Imunodeficiência Humana (HIV ). Existem dois tipos de HIV: HIV-1 e HIV-2, 
sendo o HIV-1 o responsável pela pandemia global.  Do ponto de vista imunológico  
a infecção pelo HIV-1 é caracterizada por uma perda progressiva dos linfócitos 
TCD4+, ativação crônica do sistema imune e uma falha na defesa contra outros 
microrganismos (Peeters et al.2003).  
 Uma das características marcantes do HIV-1 é a sua extensa diversidade 
genética. De acordo com as seqüências de nucleotídeos ou de aminoácidos dos 
genes env e gag, o HIV-1 compreende a três grupos distintos: o grupo M “major“, 
Grupo O “outlier” e o grupo N “non-M, non-O”. O grupo M possui nove subtipos e 
dois sub-subtipos (A1, A2, B, C, D, F, G, H, J, K) que são responsáveis pela 
epidemia de aids no mundo (Thonsom et al.2002, Perrin et al. 2003).         
           As recombinações genéticas entre formas virais distintas e mutações 
ocasionadas por erros no funcionamento da transcriptase reversa contribuem para 
a geração da diversidade. No HIV-1, as recombinações podem ocorrer entre 
diferentes fragmentos de um mesmo subtipo (recombinação intrasubtipo), entre 
diferentes subtipos (recombinação intersubtipo) ou ainda entre diferentes grupos 
(recombinação intergrupo) (Nájera et al. 2002). Eventos recombinantes entre 
variantes genéticas distintas, infectando uma única célula de um indivíduo têm 
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originado diferentes “Circulating Recombinant Forms” ou “CRFs”. Dezesseis 
“CRFs” capazes de gerar microepidemias foram identificados até o momento e 
estas formas recombinantes vêm ocupando papel cada vez mais importante na 
epidemia da aids. No momento é pouco provável que novas variantes genéticas, 
não híbridas, sejam descritas (Nájera et al.2002, Perrin et al.2003).       
           Estudos genotípicos do HIV-1 realizados, principalmente em pacientes das 
regiões sul e sudeste do Brasil, revelaram a presença principalmente do subtipo B, 
seguido dos subtipos F e C, recombinante B/F e mais recentemente alguns casos 
do subtipo D (Tanuri et al. 1999, Guimarães et al. 2002, Morgado et al. 2002, 
Soares et al. 2003, Couto – Fernandez et al. 2006). O primeiro caso de 
recombinação intersubtipo foi publicado no Brasil em 1994, compreendendo a 
forma recombinante BF identificada em dois parceiros sexuais (Sabino et al.1994). 
Uma freqüência aumentada de recombinantes intersubtipos do HIV-1, 
especialmente BF foi relatada em estudos subseqüentes (Robertson 1995).   
2. Justificativa 

O Laboratório de Imunologia da Aids e Hanseníase do IPTSP/UFG, vem 
estudando as variantes genéticas predominantes do HIV-1 em pacientes  
soropositivos ou aids provenientes da região Centro-Oeste (Goiás, Mato Grosso e 
Mato Grosso do Sul) e da região norte (Tocantins). O estado do Mato Grosso do 
Sul representa uma região geográfica estratégica para a rota de drogas, devido a 
sua proximidade com outros países da América Latina como Bolívia, Paraguai e 
conta com expressivo contingente de sulistas que para lá migraram com a 
abertura de uma nova fronteira agrícola.  Sabemos que migrações e viagens 
favorecem  disseminação  e diversidade viral. Quanto maior o número de variantes 
do HIV -1 circulantes entre pacientes de uma região, maiores as chances de  
super-infecção e geração de recombinantes.        

A principal justificativa para este estudo é contribuir para o mapeamento 
genético molecular do HIV-1, na região do Centro-Oeste do Brasil-MS.  Estudos 
nesta área são importantes na identificação de possíveis sítios para testagem de 
candidatos à vacina contra infecção pelo HIV-1. Há consenso de que na busca de 
uma vacina eficaz contra o HIV-1, deve-se testar protótipos vacinais semelhantes 
às formas virais circulantes na região. 

 A extrema variabilidade genética do HIV-1 representa um dos maiores 
desafios para a produção de uma vacina profilática que seja eficaz em nível 
global. Nos ensaios clínicos de fase 3 já realizados foram utilizados protótipos 
genéticos semelhantes as variantes genéticas predominantes nos sítios de 
testagem (Harro et al. 2004) 
3. Objetivo 
 Caracterização da diversidade genética do HIV-1 incluindo identificação 
dos subtipos em duas regiões distintas do genoma viral, env e gag em amostras 
de pacientes HIV positivos ou com aids provenientes do Estado do Mato Grosso 
do Sul. 
4. Materiais e Métodos 

 Os pacientes foram recrutados no Laboratório Central (LACEN) de Campo 
Grande/ MS onde fazem acompanhamento de carga viral e contagem de CD4.  

A caracterização genética do HIV-1 foi realizada pelo Ensaio de Mobilidade 
do Heteroduplex (HMA), utilizando-se como regiões alvo parte dos genes env e 

 2



gag. A técnica se baseia na mobilidade eletroforética de “heteroduplexes” de DNA 
obtidos através da associação de DNA do HIV-1 de pacientes infectados com 
seqüências de DNA do vírus de cepas de referências 15. A técnica consiste de três 
etapas: extração do DNA genômico do HIV-1 através da lise de células 
mononucleares de sangue periférico (PBMCs); amplificação viral pela técnica de 
“nested-PCR” para gerar fragmentos de cDNA a serem empregados no HMA e 
para a identificação dos “heteroduplexes” através da eletroforese em gel de 
poliacrilamida . 

A lise das células mononucleares foi realizada pela utilização da solução 
lítica DNAzol – Tiocianato de guanidina, Isocianato de guanidina, Monotiocianato 
de guanidina e ácido tiocianato (Molecular Research Center Inc.Cincinatti, Ohio, 
USA), utilizando também etanol 100%, para preciptação do DNA genômico e 
solubilizado com água miliQ. 

O “nested-PCR” consistiu em amplificação realizada em duas etapas, para 
a geração de fragmentos em quantidades suficientes para a realização do HMA. A 
primeira etapa para env emprega os primers ED5/ED12 e amplificam um 
fragmento gênico de 1,25Kb, que compreende as áreas que codificam as regiões 
variáveis V1-V5 da proteína gp120. Na segunda etapa os primers utilizados são os 
ES7/ES8, que amplificam um fragmento gênico de 666pb compreendendo as 
áreas que codificam as regiões variáveis V3-V5 

.
Na amplificação do gene gag, na primeira etapa são empregados os 

primers H1G777/H1P202 que amplificam um fragmento de 1,1kb. O fragmento 
gerado compreende a região que codifica a partir do aminoácido 16 da proteína do 
capsídeo p24 até o aminoácido 33 da enzima protease. Na segunda etapa os 
primers utilizados são H1Gag1584/g17 que amplificam um fragmento de 460 pb 
correspondendo à região que codifica para o aminoácido 132 da proteína p24 até 
o aminoácido 40 da proteína do nucleocapsídeo p7. 

Cepas de referência dos subtipos A-D, F-H, J e K contidas em plasmídeos 
são amplificadas com os primers do segundo ciclo “nested- PCR” para serem 
utilizados no HMA. 

Todos os produtos das reações do “nested-PCR” e dos plasmídeos foram 
avaliadas em gel de agarose antes da realização do HMA. A formação dos 
“heteroduplexes” ocorre após a desnaturação da mistura (amostras de HIV-1 
desconhecidas com os plasmídeos de referência) por calor e a renaturação rápida 
por resfriamento em gelo. Durante este procedimento são gerados 
“homoduplexes“ (renaturação das fitas originais da amostra com ela mesma) e 
“heteroduplexes” (renaturação de uma das fitas da cepa de referência com uma 
das fitas da amostra desconhecida). 

Os “homoduplexes” e “heteroduplexes” são separados por eletroforese em 
gel de poliacrilamida, corados com brometo de etídio e visualizado no 
transluminador (UV). Os “heteroduplexes” formados entre a amostra desconhecida 
e a de referência com maior homologia genética exibem uma rápida mobilidade no 
gel de poliacrilamida. 

A relação do HMA para os genes env e gag do HIV-1, permite uma correta 
caracterização dos subtipos e “CRFs”. Porém, o HMA é uma técnica de triagem 
molecular, sendo necessário sequenciamento genômico para análise filogenética 
(Delwart et al.1993, Heyndrickx et al. 2000). 

 3



 5. Resultados  
 Avaliando - se os resultados da subtipagem genética do HIV-1 nas regiões 
env e gag por HMA das 160 amostras, foi observado o predomínio do subtipo B 
em ambas as regiões env e gag em 44,4% das amostras (71). O perfil Fenv/Fgag foi 
observado em 2,5% das amostras (4), o perfil Cenv/Cgag foi observado em 1,2% das 
amostras (2). Em 8,1% (13) das amostras foram subtipadas com o perfil B, apenas 
na região de env. Quatro amostras (2,5%) foram subtipadas com o perfil F, apenas 
na região de gag e duas amostras (1,2%) foram subtipadas com o perfil C, apenas 
na região de gag. As outras amostras apresentaram um padrão genotípico híbrido, 
com subtipos distintos detectados em env e em gag: o perfil híbrido Benv/Fgag foi 
observado em 11 amostras (6,9%), o perfil Fenv/Bgag em 10 amostras (6,2%), 
Benv/Cgag em uma amostra (0,6%), Cenv/Dgag em uma amostra (0,6%) e por último o 
perfil híbrido Cenv/Bgag em uma amostra (0,6%).  Em 33 amostras não foi possível 
determinar o subtipo do HIV-1 pela técnica HMA gag e em 46 amostras pela 
técnica HMA env. 
6. Conclusão 

A caracterização da diversidade genética do HIV-1, pelo Ensaio de 
Mobilidade de Heteroduplexes (HMA), incluindo identificação dos subtipos em 
duas regiões distintas do genoma viral, env e gag em amostras de pacientes HIV 
positivos ou com aids provenientes do Estado do Mato Grosso do Sul, é de 
extrema relevância e elucidação do vírus na região central do país. Uma vez que a  
extrema variabilidade genética do HIV-1 representa um dos maiores desafios para 
a produção de uma vacina profilática e para o auxílio de possíveis testes de  
protótipos vacinais semelhantes às formas virais circulantes na região. 
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