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RESUMO 

 
Introdução e Objetivos: Uma das características marcantes do HIV-1 é o seu extenso 

polimorfismo genético baseado no qual pode ser classificado em quatro grupos (M, N, 

O e P). O grupo pandêmico M pode ser dividido em nove subtipos (A-D, F-H, J, K), 

seis sub-subtipos (A1-A4, F1-F2), dezenas de formas recombinantes circulantes (CRFs) 

e incontáveis formas recombinantes únicas (URFs). A epidemiologia molecular do 

HIV-1 no Brasil é complexa e dinâmica e é caracterizada pela cocirculação dos subtipos 

B, F1 e C e de recombinantes BF e BC. Estudos anteriores sobre sequências do gene pol 

de isolados de HIV-1 de seis estados Brasileiros (Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do 

Sul, Tocantins, Maranhão e Piauí) indicaram grande variabilidade de formas 

recombinantes intersubtipos BF, BC, BFC e CF. Esta Tese apresenta caracterização 

molecular destes recombinantes com reclassificação dos isolados em pol, genoma 

completo/quase completo/parcial de formas recombinantes representativas. Os 

resultados desta tese estão apresentados na forma de artigos, sendo que um ja esta 

publicado e dois estão na forma de amnsucritos a serem submetidos. Métodos: O DNA 

proviral foi extraído do sangue total e quatro fragmentos sobrepostos que compõe o 

genoma completo do HIV-1 foram amplificados por “nested”-PCR. As sequências 

geradas foram alinhadas (BioEdit 7.2.0) e as análises filogenéticas realizadas (MEGA 6, 

Neighbor-Joining, Kimura 2 parâmetros). Os perfis de recombinação foram 

identificados por análises de pontos, árvores filogenéticas de fragmentos e análise de 

bootscan (SIMPLOT v3.5.1). O tempo do ancestral comum mais recente (time of the 

most recent common ancestor, TMRCA) dos clados HIV-1 BF1 foi estimado (Bayesian 

Markov Chain Monte Carlo, BEAST v1.8). Resultados: Artigo 1; PlosOne:Dentre 828 

isolados de HIV-1 dos seis estados Brasileiros, as análises filogenéticas identificaram, 

87 isolados recombinantes BF em pol: 48% (42/87) se agruparam em cinco clusters 

distintos (Cluster #1-5), 21% (18/87) eram CRF_BF-like e 31% (27/87) foram 

classificadas como URFs_BF. Dentre os 22 isolados BF do maior cluster (#5), 

obtivemos seis genomas completos, um genoma quase completo e quatro genomas 

parciais. Estes 11 isolados, obtidos de pacientes sem vínculo epidemiológico, 

compartilharam perfil de recombinação idêntico em toda a extensão do seu genoma, 

permitindo a caracterização de uma nova CRF. Esse recombinante denominado 

CRF90_BF1 está circulando nos estados de Goiás, Mato Grosso e Tocantins. Dentre os 
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vinte isolados BF que compunham os outros quatro clusters BF obtivemos: três 

genomas completos, quatro genomas quase completos e cinco genomas parciais. As 

análises destas sequências permitiram a caracterização de três URFs_BF (Clusters #1, 

#2 e #3), circulantes na região Centro-Oeste. Estimativas sugerem que o ancestral 

comum mais recente destes recombinantes BF/TMRCA data o início da década de 90. 

Análises de BLAST permitiram a identificação de outras sequências que compartilham 

o mesmo padrão de recombinação de pacientes das regiões Norte e Sul, sugerindo que 

estes recombinantes podem representar potenciais CRFs, ainda não descritas. 

Identificamos também taxa moderada de isolados semelhantes a CRF28/CRF29_BF 

(16,1%, 14/87) em Goiás, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul. Manuscritos 1 e 2: 

Foram também detectados recombinantes BC, BFC e CF (2,9%; 24/828): BC (2,3%, 

19/828), BFC (0,4%, 3/828) e CF (0,2%, 2/828). Dentre estes 24 isolados, 19 se 

agruparam em seis clusters enquanto cinco (BRGO4156, BRMT2509, BRMT3086, 

BRMS43 e BRPI34) não se agruparam em nenhum cluster. Seis clusters foram 

identificados (Clusters #1-6): dois apresentavam sete isolados com perfil de 

recombinação semelhante a CRFs_BC já descritas (29,2%, 7/24). O Cluster 

#4/CRF31_BC-like continha cinco isolados (20,8%) e dois isolados eram do Cluster 

#5/CRF60_BC-like (8,3%). A maioria dos pacientes infectados com isolados BC, BFC 

e CF era virgem de tratamento antirretroviral (23/24) e 21,7% (5/23) apresentaram 

mutações associadas à resistência transmitida a drogas. Conclusões: Nossas análises em 

isolados das regiões Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil permitiram a 

caracterização de uma nova CRF_BF (CRF90_BF1) e de URFs_BF e BC diferentes das 

descritas, além da detecção de isolados semelhantes à CRFs já descritas 

(CRF28/29_BF-like, CRF31_BC-like, CRF60_BC-like). Estes resultados indicam que a 

coinfecção/superinfecção e a recombinação entre subtipos diferentes podem ser mais 

frequentes que reportado. Além disso, nossos resultados destacam a geração continua de 

recombinantes na epidemia Brasileira que se desenvolve em centros urbanos distantes 

do epicentro da epidemia. Estudos de vigilância incluindo genoma completo/quase 

completo em amostragem abrangente são necessários para identificar o surgimento e 

disseminação de novos recombinantes e a implicação destes na transmissão e controle 

do HIV-1 no país.   

 

Palavras-chave: HIV-1; Formas recombinantes; Genoma completo. 
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ABSTRACT 

Background and objectives: One of the most striking features of HIV-1 is its extensive 

genetic polymorphism which allows its classification into four groups (M, N, O and P). 

The pandemic group M can be classified into nine subtypes (A-D, F-H, J, K), six sub-

subtypes (A1-A4, F1-F2), dozens of circulating recombinant forms (CRFs) and 

countless unique recombinant forms. The molecular epidemiology of HIV-1 in Brazil is 

complex and dynamic and has been characterized by the cocirculation of subtypes B, F1 

and C and BF, BC, BFC and CF recombinants. Previous studies on pol sequences of 

HIV-1 isolates from six Brazilian States (Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Tocantins, Maranhão e Piauí) have shown great variability of BF, BC and FC 

recombinant viruses. This thesis describes the molecular characterization of these 

mosaic genomes including reclassification in pol and generation of full length/near full 

length/ partial genomes of representative isolates. The results of this thesis are presented 

as articles, one of them is already published and two other are presented as manuscripts 

to be submitted. Methods: Proviral DNA was extracted from whole blood and four 

overlapping fragments that compose HIV-1 whole genome were amplified by “nested”-

PCR. The generated sequences were aligned (BioEdit 7.2.0) and phylogenetic analysis 

performed (MEGA 6, Neighbor-Joining, Kimura 2 parameters). The recombination 

profiles were identified by point analysis, phylogenetic analysis of fragments, and 

Bootscan analysis (SIMPLOT v3.5.1).  The time of the most recent common ancestor 

(TMRCA) of HIV-1 BF clades was estimated (Bayesian Markov Chain Monte Carlo, 

BEAST v1.8). Results: Article 1/Plos One: Among 828 HIV-1 isolates from six 

Brazilian States, phylogenetic analysis of pol identified 87 BF recombinant isolates: 

48% (42/87) grouped into five different clusters (Cluster #1-5), 21% (18/87) was 

CRF_BF-like and 31% (27/87) were classified as URFs_BF. Among 22 isolates that 

composed the largest BF cluster (#5), we have obtained six full length genomes, one 

near full length genome and four partial genomes. These 11 isolates, obtained from 

patients that did not have any epidemiological link shared identical recombination 

profile in their genomes, allowing the description of a new CRF. This recombinant 

named CRF90_BF1 is circulating in Goiás, Mato Grosso e Tocantins states.  Among 20 

BF isolates from the other four clusters we have obtained: three full length genomes, 

four near full length genomes and five partial genomes. Analysis of these sequences 

characterized three URFs (Clusters #1, #2 e #3), circulating in the Central West region. 
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The estimated TMRCA for these BF clades was the beginning of the 90’s. BLAST search 

analysis identified other sequences sharing the same recombination pattern among 

isolates from the North and South regions, suggesting that they may represent other 

potential, unidentified CRFs. A moderate rate of CRF28/CRF29_BF-like isolates was 

seen (16.1%, 14/87) in Goiás, Mato Grosso and Mato Grosso do Sul states. Manuscripts 

1 and 2: BC and BF recombinant isolates were also detected (2.9%; 24/828):  BC 

(2,3%, 19/828), BFC (0,4%, 3/828) and CF (0,2%, 2/828). Among these 24 isolates, 19 

grouped into six clusters while five (BRGO4156, BRMT2509, BRMT3086, BRMS43, 

BRPI34) did not cluster. Six clusters were identified (Clusters #1-6): two clusters 

contained 7 isolates with recombination profiles similar to already identified CRFs_BC 

(29.2%, 7/24). Cluster #4/CRF31_BC-like comprised 5 isolates (20.8%) and two 

isolates were Cluster #5/CRF60_BC-like (8.3%). Most patients infected with BC and 

FC isolates was antirretroviral naïve and (23/24) and 21.7% (5/23) had mutations 

associated with transmitted drug resistance. Conclusions: Our analyses of isolates from 

Central West, North and Northeast regions allowed the characterization of the new 

CRF90_BF1 and different URFs_BF and BC from already described ones. Also isolates 

sharing recombination profiles with already described ones were also observed 

(CRF28/29_BF-like, CRF31_BC-like, CRF60_BC-like). Altogether our results indicate 

that coinfection/ superinfection and intersubtype recombination may be more prevalente 

that reported. Also, our results indicat the continuing generation of recombinants in the 

Brazilian epidemic that is taking place in urban centers located away from the epicenter 

of the epidemic. Continued surveillance studies including full/near full genomes in 

larger sample sizes are necessary to identify emerging and disseminating recombinants 

and their implication in the transmission and control of HIV-1 in Brazil.  

Key words: HIV-1; Recombinants forms; Full length genomes 
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APRESENTAÇÃO 

O curso de Biomedicina me apresentou esse mundo tão extenso que é o ambiente dentro 

do laboratório. Sou formada pela Pontifícia Universidade Católica de Goiás (PUC/GO) 

em Ciências Biológicas, modalidade médica, desde 1995. Em 1993, fiz um estágio no 

laboratório da Organização de Saúde do Estado de Goiás (antiga OSEGO), onde fui 

treinada para realizar exame de baciloscopia: eu coletava linfa no lóbulo auricular e no 

cotovelo de pacientes com suspeita de Hanseníase, preparava e corava as lâminas. Ao 

término do meu estágio fui convidada para substituir, por seis meses, uma funcionária 

na sessão de parasitologia de um laboratório da iniciativa privada. Em 1994, fiz um 

concurso e fui aprovada para o cargo de técnico de laboratório no Hospital das Clínicas. 

Ao me formar em 1995, comecei trabalhar em laboratório particular (carga horária: 6 

horas) e, no final de 1996 fui chamada para tomar posse da vaga de técnico de 

laboratório no Hospital das Clínicas. Entretanto, não tomei posse do cargo e abri mão da 

vaga.  

Trabalhei dez anos na iniciativa privada, até que em 2005, resolvi concorrer novamente 

ao concurso de técnico de laboratório no Hospital das Clínicas. O concurso oferecia 

quatro vagas e eu fui aprovada em quarto lugar. A quarta vaga foi disponibilizada ao 

IPTSP/UFG, logo, eu comecei a trabalhar com a professora Maria de Fátima Costa 

Alves e a professora Mariane Martins A Stefani. Em 2007, fui convidada a participar do 

Estudo de Prevalência de Doenças Sexualmente Transmissíveis (DST) em adolescentes 

e jovens do sexo feminino do Estado de Goiás, sob a coordenação da Prof.ª Maria de 

Fátima Costa Alves. Neste projeto fui responsável pelas coletas de sangue e plasma na 

cidade de Inhumas/Goiás, bem como pela realização dos exames de VDRL e FTA-

ABS, que foram realizados no IPTSP.  

No mesmo ano, comecei curso de especialização Latu Sensu em “Tratamento e 

Disposição Final de Resíduos Sólidos e Líquidos” na Escola de Engenharia Civil/UFG. 

Ao final de 2009, defendi minha monografia, intitulada: “Proposta de Controle e 

Tratamento de Resíduos Líquidos dos Laboratórios da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Goiás”. Os resultados deste trabalho foram apresentados no VI 

Congresso de Pesquisa, Ensino e Extensão-CONPEEX em 2009: 
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REIS, M.N.G., SANTIAGO, M.F. Proposta de Controle e Tratamento de Resíduos no 

Estado Líquido dos Laboratórios da Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de 

Goiás. Goiânia, 2009.  

 

Os resultados referentes ao Estudo de Prevalência de Doenças Sexualmente 

Transmissíveis (DST) em adolescentes e jovens do sexo feminino do Estado de Goiás 

foram apresentados em Congresso internacional (14th International Congress on 

Infectious Diseases em 2010): 

GARCIA, F.L.B., TURCHI, M.D., GUIMARÃES, E.M.B., CARVALHO, N.R., 

RIBEIRO, C.T., REIS, M.N.G., ALVES, M.F.C. Syphilis among young woman: a 

population based survey in Central Brazil. Flórida, 2010.  

 
Este estudo resultou em publicação científica na International Jounal of Infectious 

Diseases: 

LIMA, Y.A.R., TURCHI, M.D., FONSECA, Z.C., GARCIA, F.L.B., CARDOSO, 

F.A.B., REIS, M.N.G., GUIMARÃES, E.M.B., ALVES, R.R.F., CARVALHO, N.R., 

ALVES, M.F.C. Sexually transmitted bacterial infections among young women in 

Central Western Brazil. International Journal of Infectious Diseases, v. 25: p. e16–e21, 

2014. 

Trabalhando no “Laboratório de Imunologia da AIDS e da Hanseníase/LIAH” 

coordenado pela professora Mariane Martins A Stefani, tive a oportunidade de 

participar de diversos projetos de pesquisa referentes ao HIV-1. Em 2009, começamos 

um projeto em HIV-1 entre os detentos da Agência Prisional (CEPAIGO) localizado no 

município de Aparecida de Goiânia em parceria com o HDT (Hospital de Doenças 

Tropicais). Neste projeto participei de cinco visitas ao CEPAIGO quando o HDT 

suspendeu os trabalhos de assistência nesse local. Neste projeto coletamos amostras de 

nove detentos e os resultados juntamente com resultados de detentos de Campo 

Grande/MS, geraram artigo científico publicado no periódico Aids Research and 

Human Retroviruses: 

CARDOSO, L.P.V., da SILVEIRA, A.A., FRANCISCO, R.B.L., REIS, M.N.G., 

STEFANI, M.M.A. Molecular Characteristics of HIV Type 1 Infection Among 

Prisoners from Central Western Brazil. AIDS RESEARCH AND HUMAN 

RETROVIRUSES, v. 27, p. 1349-53, 2011.     
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Em 2011, ingressei no mestrado no Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical 

e Saúde Pública (PPMTSP), sob orientação da Prof.ª Dr.ª Mariane Martins de Araújo 

Stefani e coorientação da Prof.ª Dr.ª Ludimila de Paula Vaz Cardoso. O título da 

dissertação era Resistência Natural ao T-20 em Gestantes Infctadas pelo HIV-1 do 

Estado de Goiás. Os resultados dessa dissertação foram publicados no periódico Journal 

of Medical Virology: 

REIS, M.N.G., ALCÂNTARA, K.C., CARDOSO, L.P.V., STEFANI, M.M.A. . 

Polymorphisms in the HIV-1 gp41 env gene, natural resistance to enfuvirtide (T-20) 

and pol resistance among pregnant Brazilian women. Journal of Medical Virology 

(Print), v. 86, p. 8-17, 2013. 

Em 2013, iniciei o doutorado no PPMTSP, sob orientação da Prof.ª Dr.ª Mariane 

Martins de Araújo Stefani e coorientação da Dr.ª Monick Lindenmeyer Guimarães, 

FIOCRUS/RJ. O tema do meu projeto foi: “Genoma completo de formas recombinantes 

BF1 e BC do HIV-1 circulantes nos estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do 

Sul, Tocantins, Maranhão e Piauí”. Em agosto de 2013 fiz um treinamento no 

Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular na FIOCRUZ/RJ referente aos 

procedimentos laboratoriais envolvidos no sequenciamento do genoma completo do 

HIV-1. Alguns projetos foram desenvolvidos durante esses anos de doutoramento 

dentro do LIAH, rendendo outras publicações: 

LIMA, Y.A.R., CARDOSO, L.P.V., REIS, M.N.G., STEFANI, M.M.A. Incident and 

long term HIV-1 infection among pregnant women in Brazil: Transmitted drug 

resistance and mother-to-child transmission. Journal of Medical Virology, v.88, n. 11, p. 

1936-43, 2016. 

LIMA, Y.A.R., REIS, M.N.G., CARDOSO, L.P.V., STEFANI, M.M.A. HIV-1 

infection and pregnancy in young women in Brazil: socioeconomic and drug resistance 

profiles in a cross-sectional study: Table 1. BMJ Open, v. 6, p. e010837, 2016. 

MOURA, M.E.S., REIS, M.N.G., LIMA, Y.A.R., EULÁLIO, K.D., CARDOSO, 

L.P.V., STEFANI, M.M.A. HIV-1 transmitted drug resistance and genetic diversity 

among patients from Piauí State, Northeast Brazil. Journal of Medical Virology, 

87(5):798-806, 2015. 



xx 
 

MOURA, M.E.S., REIS, M.N.G., LIMA, Y.A.R., EULÁLIO, K.D., CARDOSO, 

L.P.V., STEFANI, M.M.A. Low Rate of Transmitted Drug Resistance May Indicate 

Low Access to Antiretroviral Treatment in Maranhão State, Northeast Brazil. AIDS 

Research and Human Retroviruses, 31(2):250-4.2014. 

ALCÂNTARA, K.C., REIS, M.N.G., CARDOSO, L.P.V., BELLO, G., STEFANI, 

M.M.A. Increasing heterosexual transmission of HIV-1 subtype C in Inland Central 

western Brazil. Journal of Medical Virology, v. 85, p. 396-404, 2013. 

Outras parcerias foram desenvolvidas durante esses anos: com a prof.ª Sheila Teles/FEN 

sequenciando amostras HIV-1+ em profissionais do sexo, com a prof.ª Megmar 

Carneiro/IPTSP, sequenciando amostras HIV-1+ de usuários de Crack, com a prof.ª 

Keila Alcântara/FF, no projeto de pesquisa: “Doenças sexualmente transmissíveis, HIV-

1, hepatites B e C e o uso de álcool e drogas de abuso em caminhoneiros que trafegam 

pela BR153 passando pelo Estado de Goiás no Centro-Oeste Brasileiro”.  

Colaboramos com a professora Ludimila Cardoso no sequenciamento de alguns 

isolados de HIV-1 gerando resultados que foram apresentados em três eventos: 

1. no 13º Congresso de Pesquisa, Ensino e Extensão da UFG: 

SILVA, P.R., REIS, M.N.G., STEFANI, M.M.A., CARDOSO, L.P.V. Avaliação do 

curso da infecção pelo HIV em pacientes com falha terapêutica sobterapia orientada por 

genotipagem para resistência no município de Jataí/Goiás. 2016.  

2. no XIII Seminário de Patologia Tropical e Saúde Pública/VI Semana de 

Biotecnologia: 

DIAS, R.F.G., BENTO, L.O., TAVARES, C., REIS, M.N.G., FILHO, 

H.R., STEFANI, M.M.A., MORELI, M.L., CARDOSO, L.P.V. Perfil Clínico-

Epidemiológico Da Infecção pelo HIV no período de 2005 a 2015 em Pacientes do 

Sudoeste Goiano Brasileiro e Resistência à Terapia Antirretroviral. 2015. 

3.  no XIX Congresso Brasileiro de Infectologia: 

DIAS, R.F.G., BENTO, L.O., REIS, M.N.G., SILVA, P.R., SA, P.P.D., FILHO, 

H.R., STEFANI, M.M.A., MORELI, M.L., CARDOSO, L.P.V. RESISTÊNCIA ÀS 
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DROGAS ANTIRRETROVIRAIS E DIVERSIDADE GENÉTICA EM PACIENTES 

HIV+/AIDS DO SUDOESTE GOIANO. 2015. 
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ORGANIZAÇÃO DA TESE 

 
Esta Tese será apresentada no formato de “Modalidade Artigos científicos”, atendendo a 

Norma CPGMTSP No 04/2009 do Programa de Pós-Graduação em Medicina Tropical e 

Saúde Pública do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade 

Federal de Goiás.  

Esta Tese se trata da caracterização das formas recombinantes do HIV-1 circulando em 

seis estados Brasileiros e é composta pelos seguintes itens: 

-Introdução/Revisão da literatura; 

-Justificativa; 

-Objetivos; 

-Artigo I: O primeiro artigo intitulado: Characterization of HIV-1 CRF90_BF1 and 

putative novel CRFs_BF1 in Central West, North and Northeast Brazilian regions, 

foi realizado em colaboração com Dra Monick Lindenmeyer Guimarães e Dr Gonzalo 

Bello do Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular na FIOCRUZ/RJ. Esse artigo foi 

publicado na PLOS One. 2017 Jun 19;12(6):e0178578; 

-O Manuscrito I intitulado: Characterization of three new URFs_BF identified in 

Brazil está em fase de finalização para posterior submissão para publicação; 

-O manuscrito II intitulado: HIV-1 subtype C and F1 infections and extensive 

variability of BC, BFC and CF mosaics in Central West, North and Northeast 

Brazil, realizado em colaboração com Dra Monick Lindenmeyer Guimarães do 

Laboratório de AIDS e Imunologia Molecular na FIOCRUZ/RJ está em fase de 

conclusão para posterior submissão para publicação;  

-Discussão geral; 

-Conclusões 

-Referências 
-Anexos. 
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1. INTRODUÇÃO/REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Vírus da Imunodeficiência Humana - Morfologia Viral e 
organização genômica 

O Vírus da Imunodeficiência Humana (HIV, do inglês Human 

Immunodeficiency Virus) retrovírus da família Retroviridae do gênero Lentivirus, é o 

responsável pela síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA/AIDS) (BARRE-

SINOUSSI et al., 1983; BARRE-SINOUSSI, 1996). Segundo as análises filogenéticas, 

existem dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2, sendo que o HIV-1 é o responsável pela 

pandemia global (HEMELAAR, 2012).  

O vírion, partícula viral infecciosa do HIV-1 tem formato esférico de 100 a 120 

nanômetros (nm) de diâmetro, apresenta um genoma diplóide de duas moléculas de 

RNA de fita simples, polaridade positiva, cujo comprimento é de 9719 kb. O genoma do 

HIV-1 apresenta nove genes que codificam quinze proteínas. Este genoma contem três 

genes estruturais: gag, pol e env, dois genes reguladores: tat e rev, quatro genes 

acessórios: nef, vif, vpu e vpr e duas regiões de repetições terminais longas (LTRs) 

(BARRE-SINOUSSI, 1996; WYATT e SODROSKI, 1998; LI et al., 2015) (Figura 1). 

A estrutura de uma partícula viral madura do HIV-1 é composta por um 

envelope viral constituído de bicamada lipídica derivada da membrana da célula 

hospedeira, na qual estão inseridas aproximadamente 72 espículas. Cada espícula possui 

forma triangular e é composta pela glicoproteína transmembrana (gp41) que serve de 

âncora para a glicoproteína de superfície (gp120). Envolvida pelo envelope encontra-se 

a proteína matriz p17, internamente a ela está localizado o capsídeo viral composto pela 

proteína principal do capsídeo, p24. O nucleocapsídeo que envolve o genoma do HIV-1 

é composto pelas proteínas p7/p9 (FERGUSON et al., 2002; MAILLER et al., 2016) 

(Figura 1). 

Duas repetições terminais longas idênticas (LTRs, do inglês Long terminal 

repeats) localizam-se nas extremidades 5’ e 3’ do genoma viral. As LTRs dividem-se 

em três porções: U3, R e U5 e auxiliam na integração do genoma viral ao genoma da 

célula hospedeira, na expressão dos genes do vírus e na sua replicação (LU et al., 2011). 

A poliproteína gag, que possui 55 kD,  é codificada pelo gene gag e é clivada em cinco 

sítios específicos pela protease viral durante a maturação do vírion. Neste processo são 

geradas novas proteínas que constituirão a proteína matriz (p17), a proteína do capsídeo 
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(p24), do nucleocapsídeo (p7) e as proteínas p1, p2 e p6 (TURNER e SUMMERS, 

1999; BRIGGS e KRAUSSLICH, 2011). A proteína matriz é o componente N-terminal 

da poliproteína gag, que está internamente associada à membrana por meio da inserção 

de três grupos mirísticos dentro da bicamada lipídica e também se associa com a 

extremidade citoplasmática da gp41 (FRANKEL e YOUNG, 1998; SWANSON e 

MALIM, 2008).  

 

 
Figura 1: A. Partícula viral do HIV-1 identificando suas proteínas, glicoproteínas e 

enzimas; B. Genoma completo do HIV-1 detalhando os seus nove genes. 

(Adaptado de Robinson, 2002) 

 

 

O capsídeo apresenta-se sob a forma de cone e representa o segundo 

componente da poliproteína e, circunda o nucleocapsídeo. O nucleocapsídeo se associa 

intimamente com o genoma viral compactando-o e protegendo-o contra as nucleases, 

além de transportá-lo para dentro do vírion a ser montado. O peptídeo p6 é composto 

por 51 aminoácidos da porção C-terminal de gag e tem a função de incorporar a 
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proteína vpr no vírion durante a montagem do mesmo (FRANKEL e YOUNG, 1998; 

SAKURAGI, 2011).  

As enzimas virais codificadas pelo gene pol, protease (p10), transcriptase 

reversa (p51) e a integrase (p32) são cruciais para o ciclo replicativo. A protease viral 

(p10) sofre auto-ativação, começando a atuar sobre as proteínas do capsídeo e as 

enzimas ainda não clivadas. A protease viral é responsável pela clivagem da 

poliproteína gag-pol no meio extracelular quando o vírus imaturo é liberado da célula 

hospedeira. A transcriptase reversa, composta pela p66 e p51, possui duas atividades 

enzimáticas: a DNA polimerase que copia a fita de DNA ou RNA e a RNAse H que 

cliva o RNA quando o mesmo forma um híbrido com o DNA complementar (DNAc). 

Desta maneira, a transcriptase reversa tem a função de converter a fita simples de RNA 

viral em uma fita dupla de DNA viral. O DNA viral se liga ao vpr, à integrase, à 

proteína matriz e a outros elementos celulares, formando o complexo de pré-integração 

(PIC). O PIC é conduzido ao núcleo, atravessa o poro nuclear por difusão passiva, na 

qual a integrase cliva o DNA da célula hospedeira e o DNA viral integra-se na 

terminação 5’ do DNA da célula hospedeira com ajuda de enzimas da própria célula 

gerando um DNA proviral estável (FRANKEL e YOUNG, 1998; SARAFIANOS et al., 

2009).  

 A proteína precursora gp160 é codificada pelo gene env e é produzida no 

Retículo Endoplasmático e após clivagem no Complexo de Golgi origina a gp120 e a 

gp41. A gp120 possui cinco regiões variáveis e cinco regiões constantes e consiste de 

três domínios que ficam ancorados em três domínios da gp41. A gp120 interage com as 

moléculas CD4 das células alvo, que são consideradas o receptor primário do HIV-1 

enquanto os principais receptores secundários são coreceptores para quimiocinas 

(BERGER et al., 1999).  

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

funções na replicação viral. As proteínas tat e rev são classificadas como proteínas 

reguladoras. A proteína tat codificada pelo gene tat é trans-ativadora da transcrição do 

genoma viral. Esta proteína contém aproximadamente 14 kD e está localizada na região 

U3 da 5´LTR. Em conjunto com outras proteínas virais e celulares, a tat auxilia a RNA 

polimerase II no momento da transcrição do DNA proviral integrado ao cromossomo da 

célula hospedeira, aumentando a taxa de iniciação da transcrição e estabilizando o 

alongamento da molécula de RNA mensageiro (RNAm). A proteína tat é considerada 

essencial para a replicação viral e pode aumentar a produção de RNAm viral em 
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aproximadamente 100 vezes (FRANKEL e YOUNG, 1998). A proteína rev é uma 

fosfoproteína de 18 kD que participa do transporte do RNAm do núcleo para o 

citoplasma (SEELAMGARI et al., 2004).  

As proteínas acessórias são: nef, vif, vpu e vpr. A proteína nef é uma proteína de 

27 kD, apresenta 206 aminoácidos na sua parte N-terminal mirística. A proteína nef 

apresenta duas funções: aumentar a replicação viral e reduzir a quantidade de receptores 

CD4 por endocitose. Logo após, a infecção viral nef é expressa em altas concentrações 

(SWANSON e MALIM, 2008). A proteína vif (fator de infectividade viral) é uma 

proteína de 23 kD que se localiza no citoplasma e é capaz de induzir a produção de 

vírions altamente infecciosos. Na ausência da proteína vif, os vírions apresentam 

defeitos na sua infectividade sendo chamados de “semipermissivos” ou “não 

permissivos” (SEELAMGARI et al., 2004; ENGELMAN e CHEREPANOV, 2012).  

 A Vpu é a proteína viral U (17 kD) que é responsável por formar canais iônicos 

nas bicamadas lipídicas aumentando sua permeabilidade a várias moléculas. A vpu tem 

as funções de induzir a degradação de CD4 junto com nef, aumentar a liberação dos 

vírions da célula infectada antagonizando o fator de restrição intracelular humano 

teterina e juntamente com tat, vpr contribui para o processo de apoptose 

(SEELAMGARI et al., 2004; BELL et al., 2007). A proteína vpr composta por 99 

aminoácidos apresenta inúmeras funções no ciclo replicativo e na evolução da infecção 

do HIV no hospedeiro. A proteína Vpr se liga ao DNA proviral juntamente com a 

integrase e a proteína matriz conduzindo estas moléculas ao núcleo onde o DNA 

proviral será incorporado ao DNA da célula infectada. A proteína Vpr atua na 

replicação viral, auxiliando na transcrição juntamente com a tat e na patogênese no 

início da doença. Além disso, vírus mutantes com defeitos na proteína vpr retardam a 

evolução da doença (SEELAMGARI et al., 2004). 

 

1.2 Ciclo Replicativo do HIV-1 

A interação entre o vírus e a célula hospedeira ocorre 10 minutos após a 

inoculação do HIV-1 no hospedeiro (Figura 2). Ao infectar a célula alvo, o HIV-1, 

estabelece ligação entre a gp120 viral com o receptor primário CD4 da célula 

hospedeira (linfócitos T auxiliares CD4+/LT CD4+, macrófagos e células dendríticas), e 

em seguida, a gp120 sofre uma mudança conformacional expondo sítios que facilitam 

sua ligação com os receptores secundários ou correceptores dentre eles o CCR2, CCR3, 
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CCR5 e CXCR4. Os correceptores CCR5, expresso pelos macrófagos e células 

dendríticas e o CXCR4, expresso pelos LT CD4+, são os mais utilizados pelo HIV-1 

(CONNOR et al., 1997; GOTO et al., 1998). A escolha do correceptor celular é 

determinada pelo vírus, sendo este mecanismo denominado tropismo viral. Os vírus 

chamados de “R5-trópicos” se ligam ao correceptor CCR5, enquanto os denominados 

“X4-trópicos” ligam-se ao correceptor CXCR4 enquanto os denominados vírus “duo-

trópicos” ou R5X4 interagem com os dois correceptores. No início da infecção, a maior 

parte da população viral é constituída de “R5-trópicos” e com o passar do tempo, esses 

vírus diferenciam-se e passam a usar também os correceptores CXCR4 tornando-se 

“X4-trópicos”. Essa alteração no tropismo viral em geral se relaciona com a progressão 

da doença. Estudos indicam que os vírus “R5-trópicos” são responsáveis pela maioria 

das infecções (90% das infecções em todo o mundo) (BERGER et al., 1998; 

SHATTOCK e ROSENBERG, 2012). 

Após a interação da gp120 viral aos correceptores celulares ocorre mudança 

conformacional com exposição da gp 41. Os peptídeos de fusão da gp41 que são ricos 

em glicina são inseridos na membrana da célula hospedeira, aproximando as membranas 

viral e celular, ocorrendo então a fusão das mesmas. Este processo resulta na formação 

de um poro de fusão pelo qual o capsídeo do HIV-1 é liberado no citoplasma da célula 

hospedeira (WILEN et al., 2012). 

Assim que o capsídeo viral é liberado no citoplasma da célula hospedeira, ele se 

desfaz liberando as fitas de RNA viral e inicia-se o processo de retrotranscrição das fitas 

do RNA viral em DNAc promovida pela enzima transcriptase reversa. Em seguida, o 

DNAc duplicado liga-se a outras proteínas formando o PIC, este é conduzido ao núcleo 

onde será integrado ao DNA da célula infectada, mediante ação da integrase e a partir 

desse momento o DNA viral  pode ser denominado também de  “provírus” (HU et al., 

1990; BARRE-SINOUSSI, 1996) (Figura 2). 
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Figura 2: Infecção da célula alvo pelo HIV-1 e ciclo replicativo incluindo a entrada 

viral, transcrição reversa, integração de DNA viral, montagem de vírions e 

liberação das novas partículas virais. 

         (Adaptado de Taylor et al. 2008) 

 

 

Quando a célula hospedeira infectada pelo HIV-1 é ativada inicia-se a 

transcrição de genes, incluindo os genes do HIV-1 integrados em seu genoma, a partir 

do DNA proviral. A transcrição produz uma única fita de RNA, essa fita é processada, 

produzindo vários RNAm de tamanhos diferentes (~2 kb, ~4 kb e ~9 kb), o RNAm 

menor consegue passar pelo poro da membrana nuclear e assim ocorre a tradução de 

suas proteínas: rev, tat e nef. A proteína rev retorna ao núcleo e auxilia na saída dos 

RNAm restantes, o RNAm de 4kb traduzirá as proteínas do envelope, vpu, vpr e vif, já 

o RNAm maior será traduzido nas proteínas virais gag e gag-pol ou será usado como 

RNA genômico do novo vírus. As duas fitas de RNA genômico viral sintetizadas 

podem fazer parte de um novo vírion ou podem ser traduzidas em proteínas (FRANKEL 

e YOUNG, 1998; SEELAMGARI et al., 2004).  As poliproteínas longas virais gag e 

gag-pol são sintetizadas próximas à membrana celular, enquanto que a poliproteína env 

é sintetizada no Retículo Endoplasmático (TURNER e SUMMERS, 1999).  

No Retículo Endoplasmático ocorre formação do complexo da poliproteína env 

com o CD4, que posteriormente será separado devido à ação das proteínas vpu e nef que 
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degradam o CD4. Desta forma as glicoproteínas gp120 e gp41 são liberadas e migrarão 

para a membrana citoplasmática revestindo a membrana externa dos novos vírions 

(FRANKEL e YOUNG, 1998). Próximo à membrana citoplasmática da célula 

hospedeira ocorre a montagem viral com a reunião das poliproteínas gag, gag-pol, as 

proteínas vif, vpr e nef e o RNA genômico viral, formando assim um vírion imaturo. O 

vírion imaturo é liberado por brotamento e no meio extracelular, a protease viral (que 

faz parte da poliproteína p160) é auto-ativada e inicia o processo de clivagem das 

poliproteínas virais. Este processo faz com que as partículas virais passem por 

modificação morfológica conhecida como maturação (Figura 2) (BRIGGS e 

KRAUSSLICH, 2011).  

A poliproteína gag é clivada para formar as proteínas p24, p17, p7/p9 e p6. 

Primeiramente ocorre a separação das proteínas p7/p9, permitindo a condensação do 

RNA viral revestido pelas mesmas. Logo após, acontece nova clivagem que permite a 

formação do capsídeo que abriga o RNA, as proteínas e as enzimas virais. A proteína 

p17 fica ligada próxima à membrana citoplasmática viral. Simultaneamente, a 

poliproteína pol também é clivada para formar as enzimas protease, transcriptase 

reversa e integrase. O processamento dessas poliproteínas no vírion completa o ciclo de 

replicação do HIV-1 e assim as partículas virais maduras são capazes de infectar outras 

células hospedeiras (BRIGGS e KRAUSSLICH, 2011) (Figura 2). 

 

1.3 Variabilidade genética do HIV-1 

O HIV-1 apresenta uma extensa variabilidade genética gerada a partir das altas 

taxas de replicação, mutações e recombinação do vírus HIV-1. Segundo essa 

variabilidade genética foi estabelecido um sistema de classificação do HIV-1 que o 

divide em grupos, subtipos, sub-subtipos, formas recombinantes as quais podem ser 

circulantes (CRFs) ou únicas (URFs) (ROBERTSON et al., 2000). 
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Figura 3: Árvore filogenética ilustrando relações entre o HIV-1, o SIVcpz e 

o SIVgor. 

(Adaptado de D´Arc et al. 2015) 

 

 

O HIV-1 é resultado de transmissão zoonótica e acredita-se que ocorreram pelo 

menos quatro transmissões independentes entre primatas e o homem. O HIV-1 é 

classificado em quatro grupos: M (main), N (non-M, non-O), O (outlier) e P (GAO et 

al., 1999; THOMSON et al., 2002; PLANTIER et al., 2009). Os vírus dos grupos M e 

N estão filogeneticamente relacionados com o SIVcpzPtt cujo reservatório natural são 

chimpanzés da espécie Pan troglodytes troglodytes que habitam as florestas equatoriais 

em Camarões. Os vírus do grupo O e P estão relacionados com o SIVgor que infecta 

gorilas da espécie Gorilla gorilla gorilla que habitam a região centro-oeste do 

continente Africano (Figura 3). Não existe precisão de quando esses eventos de 



9 
 

transmissão interespécies ocorreram, mas mediante os cálculos moleculares estima-se 

que o grupo M tenha se originado no início do século 20, o grupo O por volta de 1920, o 

grupo N em 1963; a origem do grupo P, apesar de poucas evidências, foi estimada ser 

em 1980 (HAHN et al., 2000; PLANTIER et al., 2009; SHARP e HAHN, 2011; 

MOUREZ et al., 2013). 

O grupo M do HIV-1 é o responsável pela maioria das infecções mundiais, e 

segundo estimativas, por volta de 1920 já existiam indivíduos infectados com HIV-1 M 

na República Democrática do Congo, mais especificamente na sua capital, Kinshasa. A 

partir desse período o HIV-1 M começou a se disseminar para países vizinhos. O grupo 

M é responsável por mais de 36 milhões de infecções em todos os continentes e é 

subdividido em nove subtipos virais (A, B, C, D, F, G, H, J e K) e seis sub-subtipos 

(A1-A4, F1-F2), todos originados na África Central (THOMSON et al., 2002; MELONI 

et al., 2004; VIDAL et al., 2006; FARIA et al., 2014; PEETERS et al., 2014; 

JUNQUEIRA e ALMEIDA, 2016). O grupo O, descrito em 1990, provavelmente já 

circulava em 1960 segundo dados de sequenciamento de amostras de um marinheiro 

norueguês e sua família, coletadas em 1997 e que estavam estocadas e congeladas. O 

grupo O representa 1% das infecções no mundo e a maioria dos indivíduos infectados é 

oriunda de Camarões, Guiné Equatorial e Gabão. Até o momento foram identificados 

quinze isolados do grupo N, descrito pela primeira vez em 1998, e dois isolados do 

grupo P, descrito em 2009, todos eles provenientes de Camarões (JONASSEN et al., 

1997; VALLARI et al., 2011; EBERLE e GURTLER, 2012; MOUREZ et al., 2013). É 

possível ocorrer recombinação entre grupos, a homologia entre os genomas dos 

diferentes grupos é 65%. Em 1999 foi descrita a recombinação entre os grupos O e M 

em uma mulher de Camarões (TAKEHISA et al., 1999). 

  

1.3.1- Subtipos Puros do HIV-1 

A epidemia de AIDS atinge em torno de 36 milhões de pessoas mundialmente 

(WHO, 2015). A prevalência e a diversidade do HIV-1 no mundo é alta e abrange os 

diferentes subtipos do HIV-1. O subtipo C é mais prevalente, sendo responsável por 

mais de 48% das infecções por HIV-1. Em segundo lugar, aparece o subtipo A, com 

12% das infecções pelo HIV-1, 11% pelo subtipo B, 5% pelo subtipo G e 2% pelo 

subtipo D (SANTOS e SOARES, 2010; HEMELAAR et al., 2011).  
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A epidemia do subtipo B fora da África começou a partir do Haiti nos anos de 

1960, quando trabalhadores haitianos infectados pelo HIV retornaram ao seu país, 

vindos da África. Em seguida houve a expansão do subtipo B para outros países 

caribenhos, para os Estados Unidos da América, América do Sul e outros países do 

mundo (GILBERT et al., 2007; MURILLO et al., 2013). Na Europa, o subtipo B foi 

introduzido diversas vezes mediante usuários de drogas injetáveis, turistas e por 

comércio sexual, espalhando-se de diferentes formas, sendo que cada país tem sua 

epidemia peculiar (PARASKEVIS et al., 2009). Recentemente estudos mostraram que a 

epidemia do subtipo B da América do Sul está diretamente relacionada com a epidemia 

do Caribe, sendo o Brasil, Argentina e Venezuela responsáveis pela expansão da 

infecção do HIV-1 dentro da América do Sul (JUNQUEIRA et al., 2011; MIR et al., 

2015; JUNQUEIRA e ALMEIDA, 2016). 

O subtipo B apresenta algumas variantes circulando no mundo com padrões de 

assinaturas alternativos ou mutações diferenciadas. Quatro variantes do subtipo B foram 

identificadas como responsáveis por epidemias regionais, dentre elas o subtipo B 

coreando (“Korean B” ou BK) que apresenta o motivo GPGS atípico na alça V3, ou seja, 

uma assinatura padrão em 32 aminoácidos dispersos na gp160 em relação ao subtipo B. 

Estima-se que o subtipo BK tenha sido originado por volta de 1967 (KIM et al., 2012). 

O subtipo B tailandês (B’ Thailand, Thai-B ou Bb) exibe um motivo GPGQ distinto na 

alça V3, além de mutações na p17. Estima-se que este subtipo tenha surgido em 1983 

(YE et al., 2014). O subtipo B de Trinidad e Tobago (BTT) apresenta uma deleção da 

treonina na porção final da alça V3 (GILBERT et al., 2007). O subtipo B Brasileiro 

apresenta a sequência GWGR na alça V3 no gene env (MORGADO et al., 1994; DIAZ et 

al. 2008). 

O subtipo B no Brasil foi introduzido por múltiplas cepas, a partir da década de 

60 quando se estabeleceu predominando em quase todas as regiões do país, com 

exceção da região sul, onde predomina o subtipo C (BELLO et al., 2011). Os estados de 

São Paulo, Rio de Janeiro, Goiás e Mato Grosso tem uma grande importância na 

transmissão do subtipo B dentro do país. Além disso, como São Paulo e Rio de Janeiro 

recebem grande número de visitantes de vários lugares do mundo, estes estados podem 

potencialmente contribuir para disseminação do subtipo B para outros países 

(JUNQUEIRA e ALMEIDA, 2016). No Brasil, duas variantes do subtipo B foram 

identificadas: o clado B pandêmico (Bpandêmico) e o clado do subtipo B não pandêmico do 

Caribe. O clado B caribenho (BCAR) representa 1-4% das infecções causadas pelo 
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subtipo B no Brasil, estando mais presentes nos estados de Roraima, Amazonas e 

Maranhão (DIVINO et al., 2016). 

O subtipo C é responsável pela maioria das infecções do HIV-1 em todo mundo, 

acredita-se que o ancestral do subtipo C originou-se no final da década de 30 na 

República Democrática do Congo, em Kinshasa, e depois disseminou-se para os países 

africanos vizinhos (HEMELAAR et al., 2011; FARIA et al., 2015). Na década de 80 a 

África do Sul recebeu milhares de imigrantes para trabalhar nas minas com 

comportamento de alto risco para a infecção do HIV-1 contribuindo para a 

disseminação do subtipo C no país. Estes imigrantes permaneciam confinados em 

dormitórios por longos períodos sem ter contato com suas famílias e buscavam 

múltiplos parceiros sexuais em zona de prostituição (WILKINSON et al., 2015).   

Na América do Sul, o subtipo C foi descrito inicialmente no Brasil em 1994, e 

posteriormente na Argentina e Uruguai nos anos de 1999 e 2001, respectivamente.  

Acredita-se que o subtipo C tenha se disseminado na América do Sul a partir do Brasil 

(MONTEIRO et al., 2007; CARRION et al., 2004; GAO et al., 1994). Diversos estudos 

apontam que a introdução do subtipo C ocorreu por um único evento fundador ou por 

várias introduções com variantes geneticamente muito próximas, na região Sul 

(FONTELLA et al., 2008; BELLO et al., 2008). Porém, existem controvérsias sobre o 

local exato da origem do subtipo C Brasileiro. Em 2008, dois estudos sobre a origem do 

subtipo C do Brasil foram publicados. Um deles propôs que as variantes C do Brasil 

teriam uma relação filogenética muito próxima com as cepas provenientes de Burundi 

na África (BELLO et al., 2008). Por outro lado, outro estudo apontava que as cepas C 

Brasileiras tinham uma relação filogenética muito próxima com as variantes do Quênia 

(FONTELLA et al., 2008). Posteriormente, estes achados foram contestados baseados 

na hipótese de origem do subtipo C Brasileiro em Moçambique devido a forte ligação 

sóciocultural entre os dois países devido a intensa migração de moçambicanos para o 

Brasil fugindo da guerra civil (BRIGIDO, 2009). Logo em seguida, análises 

filogenéticas refutaram esse argumento indicando que não havia nenhuma relação 

filogenética próxima entre as variantes C Brasileiras e moçambicanas (FONTELLA et 

al., 2009). Em conjunto, estas evidências apontam que as cepas C no Brasil estão 

relacionadas com as variantes do Leste Africano. Outro estudo propôs que as cepas C 

Brasileiras teriam se originado no Leste Africano, e foram introduzidas no Brasil pelo 

Reino Unido. Porém, análises filogenéticas posteriores mostram que o subtipo C teria 

sido introduzido no Brasil a partir da África Oriental e posteriormente as cepas C teriam 
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entrado no Reino Unido oriundas do Brasil (de OLIVEIRA et al., 2010; VERAS et al., 

2011; GRAF e PINTO, 2013).  

Existem duas teorias sobre a introdução do subtipo C no Brasil, uma indicando 

que o subtipo C tenha sido introduzido no Paraná e disseminado para Santa Catarina e 

depois para o estado do Rio Grande do Sul, por volta dos anos 1970. Posteriormente, na 

década de 80, o subtipo C migrou do estado do Paraná para as regiões Sudeste e Centro-

Oeste e do estado de Santa Catarina para o estado do Rio de Janeiro. A outra teoria 

sugere que o subtipo C Brasileiro tenha sido introduzido na cidade de Porto Alegre no 

início dos anos 70. Inicialmente a migração ocorreu nas cidades vizinhas. Na década de 

80, o subtipo C alcançou as capitais das regiões Sul e Sudeste e posteriormente alcançou 

o Centro-Oeste, Goiânia por volta de 1981, Campo Grande em meados da década de 80. 

No início dos anos 90, o subtipo C chegou até a região Norte (Manaus e Palmas) 

(DELATORRE et al., 2013; GRAF et al., 2015). O primeiro isolado do subtipo C 

Brasileiro a ter seu genoma completo sequenciado foi a cepa 92BR025.8, pertencente a 

uma paciente hemofílica, 23 anos, natural de Porto Alegre e sua amostra foi coletada em 

1992 (GAO et al., 1998). 

 Grande parte das infecções por HIV-1 do subtipo F1 no mundo tem sido relatada 

na África, mais especificamente em Angola e na República Democrática do Congo. A 

sua origem ocorreu provavelmente por volta da década de 40 na República Democrática 

do Congo quando então iniciou sua disseminação da África para a Europa (Romênia) e 

América do Sul (MEHTA. et al.,2011; LAI et al., 2014). Acredita-se que a Itália tenha 

recebido cepas do subtipo F1 vindas da América do Sul e da África (GUIMARÃES et 

al., 2009; BELLO et al., 2012). Na América do Sul, as cepas do subtipo F1 estão 

relacionadas filogeneticamente com as cepas da Angola e da República Democrática do 

Congo. Análises filogenéticas sugerem que no Brasil, o subtipo F1 teve uma fase de 

expansão inicial, no final da década de 70 até o início dos anos 1990, que foi seguida de 

recente desaceleração dessa taxa de expansão (BELLO et al,  2012). 

Provavelmente logo após sua introdução no Brasil, o subtipo F1 tenha se 

recombinado com o subtipo B, e as formas recombinantes BF tenham se adaptado e 

expandido no país melhor que o subtipo F1. Na América do Sul, as formas “puras” do 

subtipo F1 parecem estar restritas ao Brasil e apresentam uma prevalência variável, na 

maioria dos estados, baixa prevalência, com exceção dos estados do Amapá, Minas 

Gerais e Pernambuco. É possível que essa baixa frequência do subtipo F1 puro no Brasil 

seja decorrente da vantagem adaptativa das formas recombinantes principalmente com o 
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subtipo B, que em geral são mais frequentes. O subtipo F1 foi identificado no Brasil no 

início da década de 90 mediante do genoma quase completo do isolado 93BR020.1 que 

foi classificado como subtipo F puro (MORGADO et al., 1994; GAO et al., 1998; 

BELLO et al., 2011).  

 Segundo o Boletim Epidemiológico HIV/Aids (Departamento de Vigilância, 

Prevenção e Controle das Infecções Sexualmente Transmissíveis, do HIV/Aids e das 

Hepatites Virais, Secretaria de Vigilância em Saúde, Ministério da Saúde) em 2015 

havia no Brasil cerca de 840 mil infectados com o HIV-1. Esses indivíduos estavam 

distribuídos em cinco regiões Brasileiras, sendo 52,9% no Sudeste, 20,1% no Sul, 

15,1% no Nordeste, 6,0% no Centro-Oeste e 5,9% no Norte.  

As características da epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil diferem em 

cada região geográfica. A região Norte, composta por sete estados, corresponde a 45% 

de todo território Brasileiro e apresenta cerca de 50 mil infectados pelo HIV-1, porém 

os dados moleculares do HIV-1 nesta região ainda são escassos.  Baseando-se nos dados 

disponíveis de estados da região Norte observa-se predomínio do subtipo B (84%) 

variando de 63% no Amapá e 97% em Roraima. (CARVALHO et al., 2011; CUNHA et 

al., 2012; LOPES et al., 2015; dos ANJOS SILVA et al., 2016; da COSTA et al., 2016, 

ANDRADE et al., 2017; MACHADO et al., 2017; CORADO et al., 2017). Na região 

Norte a segunda forma mais prevalente é recombinante BF (8.0%) sendo que em 

Rondônia a prevalência alta de 18% de BF foi observada.  Nesta região, o subtipo F1 

tem prevalência de 4,4% (Amapá apresenta uma frequência de 14%). A prevalência do 

subtipo C foi 2,7%, ressaltando que Rondônia teve uma prevalência de 7,8% de 

sequências CRF31_BC-like e outros 0,9% (da COSTA et al., 2016).   

 Um resumo dos dados de epidemiologia molecular do HIV-1 na região Nordeste 

indica predomínio do subtipo B (73% variando de 45% em Alagoas a 86% em Piauí). O 

subtipo F1 representa 12,4% sendo que a frequência mais alta foi encontrada em 

Pernambuco: 37%. As formas recombinantes BF representam 8,1%, principalmente em 

Pernambuco, onde foram caracterizadas as CRF70/71_BF. Estudos recentes têm 

mostrado uma frequência intermediária das CRF70/71_BF (12%). O subtipo C 

representou 2,7% e 3,8% dos vírus correspondiam a outras formas recombinantes BC, 

dentre elas CRF31_BC-like e CRF60_BC-like, além da forma recombinante AG 

(ARRUDA et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2012; ALENCAR et al.,  2013; de 

MORAES SOARES et al.,2014; MOURA et al., 2015a; MOURA et al., 2015b; 
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PESSOA et al., 2014b; PESSOA et al., 2016; LIMA et al., 2016ª; DELATORRE et al., 

2017).  

Na região Centro-Oeste, a epidemiologia molecular do HIV-1 indica prevalência 

do subtipo B: 71,5% sendo a menor frequência detectada em população carcerária de 

Goiás e Mato Grosso do Sul (59%) e a maior frequência detectada em Goiás (82%). Em 

segundo lugar, observam-se formas recombinantes BF (13,2%). O subtipo C 

correspondeu a 8,5% dos isolados do Centro-Oeste. Entretanto, esse subtipo tem uma 

frequência alta em gestantes (16,6%). O subtipo F1 teve frequência de 4,6% e formas 

recombinantes BC de 2,2% (CARDOSO et al., 2009; CARDOSO e STEFANI, 2009; 

CARDOSO et al., 2010; CARDOSO et al., 2011; FERREIRA et al., 2011; 

ALCANTARA et al., 2012; da SILVEIRA et al., 2012; da COSTA et al., 2013; 

ALCANTARA et al., 2013; REIS et al., 2014; LIMA et al., 2016b). 

A região Sudeste, responsável por 52,1% das infecções no Brasil é caracterizada 

por predomínio do subtipo B (74% variando de 58% no São Paulo a 86% no Rio de 

Janeiro) e formas recombinantes BF (11%). Nessa região foram caracterizadas seis 

CRFs: CRF28/29/46_BF em São Paulo, CRF39/40_BF no Rio de Janeiro e CRF72_BF 

em Minas Gerais (DE SÁ-FILHO et al., 2006; GUIMARÃES et al., 2008; SANABANI 

et al., 2010; SANABANI et al., 2011; SANABANI et al., 2013; ALENCAR et al.,  

2013; De MORAES SOARES et al., 2014; PESSOA et al., 2014a; PESSOA et al., 

2014b; PESSOA et al., 2016). Também nessa região têm sido identificados subtipos C, 

F1, D, CRF45_cpx e CRF02_AG-like (PILOTTO et al., 2013; PIMENTEL et al., 2013; 

VELASCO-DE-CASTRO et al., 2014; GUIMARÃES et al., 2015; DELATORRE et 

al., 2016). 

Na região Sul, a epidemiologia molecular do HIV-1 difere de todas outras 

regiões do Brasil, sendo caracterizada pela alta prevalência do subtipo C e das formas 

recombinantes BC. Estudos da região Sul indicam que o subtipo C representa 52% e o 

subtipo B 27,9%.  As formas recombinantes BC representam 8,8% e CRF31_BC 5,6%. 

A CRF31_BC tem alta prevalência em Porto Alegre e nas cidades da região 

metropolitana de Porto Alegre, apresentando uma prevalência de 35%. As formas 

recombinantes BF correspondem a 3,7% e o subtipo F1 a 2% das infecções 

(MEDEIROS et al., 2011; da SILVEIRA et al., 2012; LIBRELOTTO et al., 2015; 

GRINBERG et al., 2015; GRAF et al., 2016). 
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1.3.2- Formas Recombinantes do HIV-1 

O HIV-1 é considerado um dos patógenos emergentes mais polimórficos que se 

conhece. As principais causas da diversidade são: a ausência de atividade de correção da 

enzima transcriptase reversa, a alta taxa de mutação, a extensa produção de vírions 

diária e a recombinação viral que ocorre entre dois ou mais subtipos. Dentre elas o 

processo de recombinação dentro de uma célula hospedeira durante a replicação viral 

contribui de modo significativo para este polimorfismo. O processo de recombinação 

pode ocorrer entre vírus com subtipos genéticos idênticos ou diferentes (recombinação 

intra ou intersubtipos) ou entre vírus de grupos diferentes (intergrupos). A 

recombinação viral tem o potencial de contribuir para a grande variabilidade genética do 

HIV-1 a qual pode influenciar o fitness viral e sua adaptação ao sistema imune 

(TAKEHISA et al., 1999; DELVIKS-FRANKENBERRY et al., 2011).  

A recombinação pode ocorrer durante os constantes “saltos” da enzima 

transcriptase reversa entre as fitas de RNA viral durante a retrotranscrição. A 

transcriptase reversa pode comutar entre as fitas de 3 a 12 vezes por ciclo replicativo, 

podendo gerar deleções e inserções de nucleotídeos (HU e SEEGER, 1996; TAYLOR et 

al., 2008; DELVIKS-FRANKENBERRY et al., 2011).  

  Um indivíduo infectado pelo HIV-1 pode produzir aproximadamente 1010 

novos vírions por dia. Após múltiplos ciclos replicativos, a população viral pode ser 

considerada uma “quasiespecie”, ou seja, uma população que contém um grande 

número de variantes genéticas proximamente relacionadas, mas distintas. Essas 

variantes genéticas podem apresentar vários polimorfismos ou mutações. Muitas 

mutações introduzidas no genoma são letais ou deletérias para replicação viral 

(ROBERTSON et al., 1995; EBERLE e GURTLER, 2012). A recombinação 

intrasubtipos tem sido pouco detectada e citada na literatura, devido a alta similaridade 

entre as sequências, o que faz com que esse fenômeno não seja facilmente identificado 

(GALLI et al., 2010).  

Por outro lado a recombinação intersubtipos tem sido amplamente relatada na 

literatura. Este processo ocorre quando uma célula hospedeira é infectada por dois ou 

mais vírus de subtipos diferentes, não necessariamente ao mesmo tempo, a coinfecção 

pode ocorrer com intervalos de dias, meses ou anos. Nesta situação, os RNAs 

genômicos de ambos os vírus diferentes são empacotados no mesmo nucleocapsídeo de 

forma que o material genético desse novo vírus apresenta duas fitas de RNA distintos 
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dos dois vírus que causaram a coinfecção. Nessa primeira fase da infecção, após o ciclo 

replicativo, são liberados vírions apresentando material genético de subtipos diferentes, 

ou seja, possuem no seu material genético, fitas de RNA de diferentes subtipos. Quando 

esse vírus infecta uma nova célula, durante o processo de retrotranscrição, a 

transcriptase reversa pode comutar entre as duas fitas de RNA distinta. Desta forma é 

gerada, uma fita de DNA viral com sequências de dois subtipos diferentes, ou seja, uma 

fita de DNAc semelhante a um mosaico. Os futuros vírions “híbridos” produzidos por 

essa célula serão recombinantes intersubtipos e poderão infectar outras células 

(QUINONES-MATEU et al., 1999; TAYLOR et al., 2008) (Figura 4).  

 

 
Figura 4: Superinfecção ou coinfecção com diferentes subtipos do HIV-1: Ciclo 

replicativo viral ilustrando as etapas envolvidas na recombinação e formação de 

novos vírions recombinantes. 

         (Adaptado de Taylor et al. 2008) 

 

 

As formas recombinantes únicas (URFs, do inglês Unique Recombinant Forms) 

são caracterizadas por genomas completos do HIV-1 contendo pontos de recombinação 

idênticos entre dois ou mais subtipos identificados em até dois indivíduos ou em um 

grupo de indivíduos com vínculo epidemiológico (ROBERTSON et al., 2000; 

THOMSON et al., 2002). Por outro lado, as formas recombinantes circulantes (CRFs, 
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do inglês Circulating Recombinant Forms) são caracterizadas em pelo menos três 

indivíduos sem vínculo epidemiológico, baseadas em pelo menos dois genomas 

completos com pontos de recombinação idênticos entre subtipos diferentes e um 

terceiro genoma quase completo (ROBERTSON et al., 2000; NAJERA et al., 2002; 

TAYLOR et al., 2008; LOS ALAMOS HIV DATABASE, 2016). Estima-se que as 

CRFs sejam responsáveis por 16% das infecções por HIV-1 enquanto as URFs 

contribuem para microepidemias (SANTOS e SOARES, 2010; HEMELAAR et al., 

2011) 

 A primeira recombinação entre subtipos diferentes foi relatada por Sabino e 

colaboradores em dois indivíduos com vínculo epidemiológico no Rio de Janeiro. O 

sequenciamento na região V1-V5 do envelope do HIV-1 mostrou coinfecção pelos 

subtipos B e F1 (SABINO et al., 1994). Com o passar dos anos, técnicas de 

sequenciamento mais acessíveis permitiram caracterização de número crescente de 

formas recombinantes. Atualmente, existem 81 CRFs publicadas do HIV-1, cada uma 

apresentando características moleculares peculiares. As CRFs compostas por mais de 

dois subtipos diferentes são denominadas cpx (complexa), e existem relatos de CRFs 

formadas por seis subtipos diferentes, como por exemplo: CRF18_cpx e CRF27_cpx. 

Além disso, outras CRFs representam uma segunda geração de CRFs, pois são 

formadas pela recombinação entre CRFs ou entre uma CRF já descrita e outros 

subtipos, por exemplo: CRF30_0206, CRF36_cpx e CRF37_cpx. Por outro lado, a 

CRF46_BF apresenta na sua quase totalidade o subtipo F1 e o subtipo B representa 

apenas em uma pequena porção na região 3’LTR  (LOS ALAMOS HIV DATABASE, 

2017) (Tabela 1).   

   A primeira CRF descrita foi a CRF01_AE, indicando a recombinação entre os 

subtipos A e E, embora o subtipo E “puro” nunca tenha sido descrito. Ela surgiu na 

África Central e é responsável por 5% das infecções em todo mundo. Foi responsável 

por um surto na Tailândia na década de 80 e rapidamente alcançou os países vizinhos 

(CARR et al., 1996). Um estudo realizado na Austrália observou um aumento 

considerável da prevalência da CRF01_AE. Enquanto entre 2000 a 2003 a sua 

prevalência era de 6,6%, houve uma expansão desta epidemia que nos anos de 2012 a 

2014 alcançou prevalência de 20,4%. Possivelmente este aumento estaria ligado ao 

turismo e a imigração frequente na Austrália (CASTLEY et al., 2016). Estudos 

realizados no Japão, Suécia e Finlândia têm mostrado a disseminação da CRF01_AE 

entre usuários de drogas injetáveis e entre os heterossexuais (SKAR et al., 2011; LAU e 
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WONG, 2013; SHIINO et al., 2014). As CRF02_AG e CRF07_BC são responsáveis 

por infecções pontuais em algumas regiões do mundo. A CRF_02AG, responsável por 

8% das infecções mundialmente, tem sido descrita no Japão, Índia, Paquistão, África 

Subsaariana. Já a CRF07_BC tem sido prevalente na China e as CRF19_cpx, 

CRF20_BG, CRF23_BG são responsáveis pela epidemia do HIV-1 em Cuba 

(HEMELAAR et al., 2011; MACHADO et al., 2013; LOS ALAMOS HIV 

DATABASE, 2017). 

 

 

Tabela 1: Resumo das estruturas dos mosaicos das Formas Recombinantes Circulantes 

(CRFs) do HIV-1 atualmente descritas mundialmente (Los Alamos, Agosto 2017). 
 

Nome Mapa recombinante Subtipos Artigos Ano 
 

CRF01_AE 
 

 
 

 
Carr et al 1996 

 

 
1996 

 
CRF02_AG 

 

 

 
 

 
Carr et al 1998 

 
1998 

CRF03_AB 

 
 

 

Liitsola et al 1998 1998 

CRF04_cpx 

 
  

Paraskevis et al 
2001 

2001 

CRF05_DF 

 
 

 
 

Laukkanen et al 
2000 

2000 
 
 
 

CRF06_cpx 

 
 

 

Oelrichs et al 1998 1998 
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CRF07_BC 

 

 
  

 
Su et al 2000 

 
2000 

 
 
 

 
CRF08_BC 

 

 

  
McCutchan et al 

2000 

 
2000 

 
CRF09_cpx 

 
N/A 
 
 

  
McCutchan et al 

2000 

 
2000 

 
CRF10_CD 

 
 

 

 

  
Koulinska et al 

2001 

 
2001 

 
 

 
CRF11_cpx 

 

 
 

 
Montavan et al 

2002 
 

 
 

2002 

CRF12_BF 

 
 

 
 

Carr et al 2001a 2001 
 
 

 
CRF13_cpx 

 

 

 

 
Wilbe et al 2002 

 
2002 

 
CRF14_BG 

 
 

 

  
 

 
Delgado et al 2002 

 
2002 

 
 
 

 
CRF15_01B 

 
 

 

  

 
Tovanabutra et al 

2003 

 
2003 

 
 
 

CRF16_A2D 

 
 
 

 
 

Visawapoka et al 
2006 

2006 
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CRF17_BF 

 
 
 

 
 

Carr et al 2001a 2001 

CRF18_cpx 
 
 

 
 

 

Thomson et al 2005 2005 

CRF19_cpx 
 

 
 

 
 

Casado et al 2005 2005 

CRF20_BG 
 
 

 
 

 
 

Perez et al 2006 2006 

CRF21_A2D 
 
 

 
 

 
 

Visawapoka et al 
2006 

2006 

CRF22_01A1 
 

 
 

 
 

Carr et al 2001b 
 
 

2001 

CRF23_BG 

 
 

 

Perez et al 2006 2006 

CRF24_BG 
 
 
  

 
 

 

Perez et al 2006 2006 

CRF25_cpx 

 
 

Kijak et al. 2004 2004 
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CRF26_AU 

 
 

 
 

 
Vidal et al. 2009 

 
2009 

CRF27_cpx 
 
 
  

 

 

Vidal et al. 2008 2008 

 
CRF28_BF 

 
 

 
 

 

 

 
De Sá-Filho et al. 

2006 
 
 

 
2006 

 
 

CRF29_BF 

 

 

 

 
 

 
 

De Sá-Filho et al. 
2006 

 

 
 

2006 

 
CRF30_0206 

 
N/A 

  
 Mamadou et al. 

2003 
 

 
2003 

 
CRF31_BC 

 
 

  
Santos et al. 2006 

 
 

 
2006 

 
 

CRF32_0601 

 

 

  
 

Adojaan et al. 2005 
 
 

 
 

2005 
 
 
 

 
CRF33_01B 

 

 
 

 

 

 
Tee et al. 2006 

 

 
2006 

CRF34_01B 
 
 

 
         

Tovanabutra et al. 
2007 

2007 
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CRF35_A1D 

 
 

 
 

 

Sanders-Buell et al. 
2007 

2007 
 

 

CRF36_cpx 
 
 

 
 

 

Powell et al. 2007b 2007 

CRF37_cpx 
 
 

 
 

 

Powell et al. 2007a 2007 
 
 
 
 
 

CRF38_BF 

 
  

Ruchansky et al. 
2009 

2009 

 
 

CRF39_BF 

 
 

 

  
 

Guimarães et al. 
2008 

 
 

2008 

 
CRF40_BF 

 
 

 

  

 
Guimarães et al. 

2008 

 
2008 

 
CRF41_CD 

 

 
  

 
Billings et al. 2017 

 
2017 

 
CRF42_BF 

 
N/A 

 
 

  
Struck et al. in 

press 

 
2008 

 
CRF43_02G 

 

 
  

 
Yamaguchi et al. 

2008 

 
2008 

 
CRF44_BF 

 

 
  

 
Rios et al. 2007 

 
2007 
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CRF45_cpx 

 
 

 

Niama et al. 2009 
 
 

2009 
 
 
 

 
CRF46_BF 

 

  

 
Sanabani et al.2010 

 
 
 
 

 
2010 

 
CRF47_BF 

 

 

 

 
 
 

 
Fernandes-Garcia 

et al. 2010 

 
2010 

 
CRF48_01B 

 
 

 

  

 
Li et al. 2010 

 
2010 

 
 
 

 
CRF49_cpx 

 
 
 

 

 

 

 
de Silva et al. 2010 

 
2010 

 
CRF50_A1D 

 
 
 

 

 

 

 
 

 
Foster et al. 2014 

 
2014 

 
CRF51_A1B 

 
 

 

 

  
Ng et al. 2011 

 
2011 

 
 
 

 
CRF52_A1B 

 
 

 

  

 
Liu et al. 2012 

 
2012 

 
 
 

 
CRF53_A1B 

 
 

 

  

 
Chow et al. 2012 

 
2012 

 
 
 

 
CRF54_01B 

 

 
 

  
Ng et al. 2012a 

 
2012 
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CRF55_01B 
 

 
  

 
Han et al. 2013a 

 
2013 

 
 
 

 
CRF56_cpx 

 

 
 

 
Leoz et al 2013 

 
2013 

 
CRF57_BC 

 
 
 

 

 

 

 

 
Li et al. 2012 

 
2012 

 
CRF58_01B 

 

  

 
Chow et al. 2014 

 
2014 

 
 

 
CRF59_01B 

 
 

 

  

 
Han et al. 2013b 

 
2013 

 
 
 

 
CRF60_BC 

 
 

 

 
 

 

 

 
Simonetti et al. 

2014 

 
2014 

 
 
 

 
CRF61_BC 

 
 

 

 

 

 

 
Li et al. 2013 

 
2013 

 
 

 
 

CRF62_BC 
 
 

 

 

 

 

 
Wei et al. 2014 

 
2014 

 
 
 

 
CRF63_02A 

 

 
 

 

 
 

 
 

Baryshev et al. 
2014 

 
 

2014 
 

 
 

CRF64_BC 
 

 
 

  
Hsi et al. 2014 

 
2014 
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CRF65_cpx 

 

 
  

 
Feng et al.2014 

 
2014 

 
CRF67_01B 

 
 

 

  

 
Wu et al. 2013 

 
2013 

 
 
 

 
CRF68_01B 

 

 

  

 
Wu et al. 2013 

 
2013 

 
 

 
 

CRF70_BF 
 

 

 

 
 

 

 
Pessoa et al. 2014b 

 
2014 

CRF71_BF 

 
 
 

Pessoa et al 2014b 2014 

 
CRF72_BF 

 
 

 

  
 

 
Pessoa et al 2014a 

 

 
2014 

 
 
 

 
CRF73_BG 

 
 

 

 

 
 

 
Fernandez-Garcia 

et al. 2016 
 

 
2016 

 
 
 
 

 
CRF74_01B 

 
 

 

 

 
 

 
Cheong et al. 2015 

 

 
2015 

 
 
 
 

 
CRF76_01B 

 
 

 

 

 
 

 
Ogawa et al. 2016 

 
2016 

 
 
 
 

 
CRF78_cpx 

 

 

  
Song et al. 2016 

 
2016 
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 Considera-se que as formas recombinantes BF estejam circulando na América 

do Sul desde os meados da década de 80. A primeira CRF descrita nas Américas 

(Argentina e Uruguai) e, provavelmente, a CRF mais antiga originada fora de África, foi 

a CRF12_BF. Esta CRF foi descrita em 2001, sendo a sua possível origem estimada no 

início dos anos 70 (CARR et al., 2001; DILERNIA et al., 2011). A CRF17_BF foi 

relatada na Argentina, Bolívia e Uruguai; a CRF38_BF foi identificada no Uruguai e a 

CRF44_BF caracterizada no Chile. Até o momento, doze diferentes CRFs_BF foram 

descritas na América do Sul (CARR et al., 2001; RUCHANSKY et al., 2009; RIOS et 

al., 2007, HEMELAAR et al., 2011; MACHADO et al., 2013; LOS ALAMOS HIV 

DATABASE, 2017).  

Estudos recentes têm mostrado que os recombinantes BF têm aumentado sua 

prevalência na população Brasileira. Um estudo mostrou que de cada seis sequências 

recombinantes descritas no Brasil, cinco sequências são recombinantes BF (MELO et 

al., 2012). Em 1998, Gao e colaboradores sequenciaram o genoma completo da primeira 

URF_BF Brasileira. A amostra pertencia a uma adolescente (17 anos) da cidade de São 

Paulo, coletada em 1993.  Desde então, um número crescente de relatos de mosaicos BF 

têm sido relatados no país. Em algumas regiões do Brasil, como no Centro-Oeste, mais 

 
CRF82_cpx 

 

 

  
   Chen et al 2016  

 
2016 

 
 

 
CRF83_cpx 

 

 

  
   Chen et al 2016  

 
2016 

 
 

 
CRF85_BC 

 

 

 ] 
Su et al 2016 

 
2016 

 
CRF86_BC 

 

 

  
Li et al 2016 

 
2016 

 
CRF87_cpx 

 

 

  
Hu et al 2016 

 
2016 

 
CRF88_BC 

 

 

  
Hu et al 2016 

 
2016 
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especificamente no estado de Goiás, as formas recombinantes BF representam a 

segunda variante genética mais frequente do HIV-1 (CARDOSO et al., 2009; 

CARDOSO et al., 2010; ALCANTARA et al., 2012; da COSTA et al., 2013; LIMA et 

al., 2016b). Das 81 CRFs publicadas, catorze (17,3%) são recombinantes entre os 

subtipos B e F1 e destas, oito foram descritas no Brasil. Seis CRFs_BF foram 

caracterizadas na região Sudeste e duas na região Nordeste. No Brasil as primeiras 

formas recombinantes circulantes reportadas foram as CRF28_BF e CRF29_BF 

identificadas em pacientes da cidade de Santos, São Paulo (DE SA FILHO et al., 2006). 

Posteriormente as CRF39_BF e CRF40_BF foram identificadas em pacientes da cidade 

do Rio de Janeiro e a CRF46_BF foi identificada em pacientes da cidade de São Paulo 

(GUIMARAES et al., 2008; SANABANI et al., 2010). As CRF70_BF1 e CRF71_BF1 

foram identificadas mais recentemente em doadores de sangue do estado de 

Pernambuco, no Nordeste enquanto que a CRF72_BF1 foi identificada também em 

doadores de sangue de Minas Gerais no Sudeste (PESSOA et al., 2014a; PESSOA et 

al., 2014b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 
 

2. JUSTIFICATIVA 

Uma das linhas de pesquisa do Laboratório de Imunologia de Aids e Hanseníase 

é a caracterização da epidemiologia molecular do HIV-1 em diversos subgrupos 

populacionais de estados do Centro-Oeste (Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul), 

do Norte (Tocantins) e do Nordeste (Maranhão e Piauí) (STEFANI et al., 2000; 

PEREIRA et al., 2006; STEFANI et al., 2007; ALCÂNTARA et al., 2009; CARDOSO 

et al., 2009; CARDOSO e STEFANI, 2009; COSTA et al., 2009; CARDOSO et al., 

2010; CARDOSO et al., 2011; CARVALHO et al., 2011; FERREIRA et al., 2011; 

ALCANTARA et al., 2012; da SILVEIRA et al., 2012; da COSTA et al., 2013; 

ALCANTARA et al., 2013; REIS  et al., 2014; MOURA et al., 2015a; MOURA et al., 

2015b; LIMA et al., 2016b).  

Estes estudos realizados durante o período de 2000-2013 incluíram 

sequenciamento automatizado de pol (750 pb do fragmento da transcriptase reversa-TR 

e a protease inteira-PR) e mostraram diferenças regionais importantes na epidemiologia 

molecular do HIV-1 e nas taxas de resistência transmitida a ARV. Em geral, nossos 

resultados indicaram extensa diversidade genética do HIV-1, com predomínio do 

subtipo B e introdução e disseminação do subtipo C, especialmente entre gestantes do 

centro-oeste. Além disso, observamos um percentual significativo de formas 

recombinantes BF enquanto que vírus recombinantes BC foram também observados em 

menor proporção. A principal justificativa do presente estudo se baseia na necessidade 

de aprofundar estudos moleculares sobre HIV-1 recombinantes circulando em regiões 

distantes do epicentro da epidemia Brasileira. Estes dados são importantes para se 

mensurar a real diversidade viral indicando a evolução desta diversidade no Brasil bem 

como níveis e padrões de resistência a ARV.  

A caracterização molecular de HIV-1 recombinantes identificados nestes seis 

estados Brasileiros incluiu os seguintes parâmetros: identificação de subtipos 

envolvidos, perfil de recombinação, identificação de CRFs novas ou descritas e de 

novas URFs bem como mutações associadas a resistência a ARV. Além disso, sabe-se 

que a identificação de vírus recombinantes pode ser significativamente aumentada pela 

análise de múltiplas regiões do genoma viral.  Nosso estudo incluiu geração e análise de 

genomas completos, quase completos e parciais de HIV-1 recombinantes que 

permitiram a caracterização de uma nova CRF_BF (CRF90_BF1) e novas URFs_BF e 
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BC identificadas nestes seis estados Brasileiros.  Estudos de sequenciamento completo 

destes isolados são importantes para determinar a real prevalência de recombinantes do 

HIV-1 fora do epicentro da epidemia de AIDS no Brasil.  

A extensa diversidade genética do HIV-1 identificada nestes seis estados 

Brasileiros reforça a importância de estudos continuados para o monitoramento da 

diversidade do HIV-1 que permitam identificar a introdução e disseminação de distintos 

subtipos virais e sua evolução em diferentes regiões do Brasil. Estes estudos contribuem 

para compor o mapa molecular do HIV-1 no Brasil identificando diferenças regionais na 

epidemiologia molecular do vírus no território nacional. 
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3. OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVOS GERAIS 

Caracterizar isolados recombinantes intersubtipos BF e BC na região pol de pacientes 

de seis estados Brasileiros e mediante análises de genoma completo/quase 

completo/genoma parcial, identificar CRFs novas ou já descritas e novas URFs.  

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

-Caracterizar os isolados recombinantes BF, potenciais novas CRFs_BF, URFs_BF ou 

“CRFs_BF-like” e avaliar a disseminação geográfica das novas formas recombinantes 

identificadas (artigo 1, publicado e manuscrito I). 

 

-Caracterizar os isolados recombinantes BC, BFC e CF, CRF_cpx, CRFs_BC, 

“CRFs_BC-like”  ou novas URFs_BC e URF_CF (manuscrito II).  
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Abstract

The Brazilian AIDS epidemic has been characterized by an increasing rate of BF1 recombi-

nants and so far eight circulating recombinant forms/CRFs_BF1 have been described coun-

trywide. In this study, pol sequences (protease/PR, reverse transcriptase/RT) of 87 BF1

mosaic isolates identified among 828 patients living in six Brazilian States from three geo-

graphic regions (Central West, North, Northeast) were analyzed. Phylogenetic and boot-

scan analyses were performed to investigate the evolutionary relationship and mosaic

structure of BF1 isolates. Those analyses showed that 20.7% of mosaics (18 out of 87)

were CRFs-like isolates, mostly represented by CRF28/CRF29_BF-like viruses (14 out of

18). We also identified five highly supported clusters that together comprise 42 out of 87

(48.3%) BF1 sequences, each cluster containing at least five sequences sharing a similar

mosaic structure, suggesting possible new unidentified CRFs_BF1. The divergence time of

these five potential new CRFs_BF1 clusters was estimated using a Bayesian approach and

indicate that they probably originated between the middle 1980s and the middle 1990s.

DNA was extracted from whole blood and four overlapping fragments were amplified by

PCR providing full/near full length genomes (FLG/NFLG) and partial genomes. Eleven HIV-

1 isolates from Cluster # 5 identified in epidemiologically unlinked individuals living in Central

West and North regions provided FLG/NFLG/partial genome sequences with identical

mosaic structure. These viruses differ from any known CRF_BF1 reported to date and were

named CRF90_BF1 by the Los Alamos National Laboratory. This is the 9th CRF_BF1

described in Brazil and the first one identified in Central West and North regions. Our results

highlight the importance of continued molecular screening and surveillance studies, espe-

cially of full genome sequences to understand the evolutionary dynamics of the HIV-1 epi-

demic in a country of continental dimensions as Brazil.
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Introduction

Human Immunodeficiency Virus-1 (HIV-1) is a highly polymorphic and fast evolving patho-

gen [1]. Worldwide HIV-1 can be classified into groups (M, N, O and P), and the pandemic

group M is classified in subtypes (A-D, F-H, J and K) and sub-subtypes (A1-A4, F1-F2) [2,3].

While mutation rates are similar to other RNA viruses, HIV-1 has a high recombinogenic

capacity and intersubtype recombination events are frequent in coinfected or superinfected

individuals from areas where two or multiple variants cocirculate [4]. Recombinant strains

exhibiting identical mosaic patterns identified in at least three epidemiologically unlinked

individuals have been classified as circulating recombinant forms (CRFs), while the ones dis-

playing unique mosaic structures or only infecting individuals with epidemiological link are

known as unique recombinant forms (URFs) [5,6]. Recombination has been recognized as a

driving force in shaping the diversity of HIV-1 globally since the mid 90´s [7]. Currently, 88

CRFs have been assigned and 81 of them have been published with public data available at the

Los Alamos HIV database [http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html].

CRFs together with URFs are estimated to account for at least 20% of HIV-1 infections world-

wide [8].

The Brazilian AIDS epidemic is characterized by the cocirculation of multiple HIV-1 sub-

types. Subtype B predominates in most regions followed by subtypes F1, C, and recombinants

among these subtypes [9–15]. The first Brazilian BF1 mosaics were identified in the early 90´s

in the Southeast region which is considered the epicenter of the epidemic [16,17]. Among the

14 CRFs_BF1 described so far, eight originated in Brazil (CRF28_BF, CRF29_BF, CRF39_BF,

CRF40_BF, CRF46_BF, CRF70_BF, CRF71_BF and CRF72_BF) [18–22]. The importance of

BF1 recombinants in Brazil is further corroborated by the description of countless URFs in all

country regions [23–26]. Previous studies from our research group in different study popula-

tions in Central West, North and Northeast Brazilian States showed variable prevalence of BF1

recombinants in the pol subgenomic fragment: (Goiás: 3.7–18.1%, Mato Grosso: 11.9%, Mato

Grosso do Sul: 8.2–25.9%, Tocantins: 7.7%, Maranhão: 7.5%, Piauı́: 4.5% [11,27–37].

In this study, previously produced pol sequences of BF1 mosaic isolates circulating in Cen-

tral West, North and Northeast Brazil were reclassified into possible CRFs or URFs. Full/near

full-length genome (FLG/NFLG) and partial genome sequences were obtained for the most

representative potential CRF detected. These analyzes allowed the identification of the novel

CRF90_BF1 that is circulating in Central West and North Brazil, away from the epicenter of

the epidemic. Other putative novel CRFs_BF1 are also described. The median time of origin of

these mosaics was also estimated. The detailed molecular characterization of recombinant

forms circulating countrywide contributes to the mapping of HIV-1 diversity in Brazil.

Material and methods

Study population

Previous studies from our group recruited from 2003 to 2013 a total of 828 individuals infected

with HIV-1 residing in six Brazilian States located in three geographic regions (Central West:

Goiás/GO, Mato Grosso/MT, Mato Grosso do Sul/MS; North: Tocantins/TO; Northeast: Mar-

anhão/MA, Piauı́/PI) (S1 Table) [11,27–37]. These studies have identified a total of 87 (10.5%)

BF1 recombinant isolates based on sequencing of pol subgenomic fragment covering the

protease (PR) and partial reverse-transcriptase (RT) (positions 2253–3251 relative to HXB2

genome). The related research protocols were approved by the institutional Ethics Committee

review boards (Goiás: protocols #073/05, #003/2008, #163/2010 at CEPMHA/HC/UFG, Mato

Grosso: protocol #435/07 at Universidade Federal do Mato Grosso/UFMT, Mato Grosso do
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Sul: protocol #1143 at Universidade Federal do Mato Grosso do Sul/UFMS, Piauı́; protocol

#022/2011 at Universidade Estadual do Piauı́/UESPI, Maranhão: protocol #16/2011 at Hospital

de Doenças Tropicais Dr Natan Portela). All patients signed an informed consent form before

blood collection for HIV-1 molecular studies.

Amplification of HIV-1 PR/RT

RNA extraction, reverse transcription into complementary DNA (cDNA) and amplification

by nested polymerase chain reaction (nested-PCR) of the PR/RT regions were previously

described [11,27–37].

Amplification of HIV-1 full length genomes

Genomic DNA was extracted from whole blood samples (QIAamp1 DNA Blood Mini Kit/

QIAGEN, Qiagen, Hilden, Germany). The complete HIV-1 genome was amplified by nested-

PCR employing Platinum Taq DNA polymerase enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA) into

four overlapping fragments using HIV-1 specific primers, as following: fragment 1- SCAOSD/

LR51 external primers and SCANSD/DP11 internal primers (408–2594), fragment 2- DP10/

SCCNAS external primers and DP16/SCCOAS internal primers (2253–4830); fragment 3-

MMINT8/ED14 external primers and MMINT3/ED12 internal primers (4653–7811); frag-

ment 4- ED5/SCDOAD external primers and JH44/LTR2 internal primers (6954–9625) (S2

Table) [38–40], all positions were relative to HXB2 genome. Isolates with all four fragments

completely sequenced were considered full length genomes (FLG); isolates with three complete

fragments were considered near full length genomes (NFLG), and isolates with one or two

fragment sequences were referred as partial genomes.

DNA sequencing

The amplified DNA fragments from the nested-PCR products were separated by gel electro-

phoresis, purified (kit QIAquick1 PCR Purification Kit/QIAGEN, Qiagen, Hilden, Germany)

and sequenced with the Big Dye Terminator Sequencing Kit v. 3.1 (Applied Biosystems, Foster

City, CA) in an automated ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA).

Chromatograms were analyzed and edited using the SeqMan software from the package

DNASTAR Lasergene (MA, USA).

Phylogenetic and recombination analyses

Sequences were aligned using Clustal X 2.0 implemented in BioEdit 7.2.0 program [41]. Refer-

ence sequences of HIV-1 group M subtypes (A-D, F–H, J and K) and CRF-BF1 sequences

were obtained from the Los Alamos HIV database (http://hiv.lanl.gov/). Phylogenetic trees

were generated using the neighbor-joining (NJ) method [42] under the Kimura two-parameter

model [43] using MEGA 6.0 software [44]. Bootstrap values (BP, 1.000 replicates) above 70%

were considered significant. Recombination analyses were performed in all viral isolates using

bootscan implemented in Simplot v3.5.1 software with the following parameters: 200nt or

300nt window, 20nt increments, NJ method under Kimura’s two-parameter correction with

100 bootstrap replicates [45]. In this study the parameters used for bootscan analyses of recom-

binant viruses differed for smaller and larger fragments: for the analyses of pol fragments

(998nt) a smaller sliding window of 200nt was used whereas for larger fragments of near full-

genomes (>6670nt) a larger sliding window of 300nt was adopted. To better characterize the

recombination breakpoints suggested in the previous analyses, the putative recombinants were

subjected to informative site analyses as described elsewhere [39]. For this purpose, consensus
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sequences from Brazilian HIV-1 subtypes B and F were generated in the DAMBE program

[46]. Fragments of sequences assigned to specific HIV-1 subtypes were finally confirmed by

separate NJ phylogenetic analysis as described above.

Representative samples from the HIV-1 BF1 Brazilian clusters herein identified were sub-

mitted to a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analysis in order to recover other Bra-

zilian sequences with high similarity (>95%) and probably similar recombination profile. The

BLAST analysis was done sequences using sequences obtained from the Los Alamos HIV data-

base (http://hiv.lanl.gov/).

Evolutionary analyses of BF1 recombinants

The time of the most recent common ancestor (TMRCA) of HIV-1 BF1 clades was estimated

using a Bayesian Markov Chain Monte Carlo (MCMC) approach implemented in BEAST v1.8

[47,48] with BEAGLE to improve run-time [49]. Analyses were performed using the GTR+I

+G nucleotide substitution model, a Bayesian Skyline coalescent tree prior [50] and a relaxed

uncorrelated lognormal molecular clock model [51] with an informative uniform prior inter-

val (1.0–3.0 x 10−3 nucleotide substitutions per site per year). One MCMC chain was run for

1x107 generations. Convergence and uncertainty of parameter estimates were assessed by cal-

culating the effective sample size (ESS) and the 95% highest probability density (HPD) values,

respectively using Tracer v1.6 [52]. The maximum clade credibility (MCC) tree was summa-

rized with TreeAnnotator v1.8 and visualized with FigTree v1.4.0.

Data availability

All HIV-1 sequences generated in this study were deposited in the GenBank database

(KY628215-KY628225).

Results

Phylogenetic and evolutionary analyses of BF1 pol recombinants

Initial phylogenetic analyses of 87 HIV-1 isolates previously characterized as BF1 recombi-

nants in the PR/RT region (S1 Table) classified 18 (21%) sequences as CRF_BF-like (14

CRF28/CRF29_BF-like, two CRF17_BF-like, one CRF12_BF-like and one CRF47_BF-like)

and 27 (31%) sequences as URFs_BF (Fig 1). The remaining 42 (48%) sequences were distrib-

uted in five clusters comprising between five and 22 sequences, sharing the same mosaic struc-

ture and were classified as potential news CRFs_BF1 (Fig 1). Clusters # 1, 3 and 4 displayed

high supports (BP� 99%) at initial analysis. For Clusters # 2 and 5, however, high supports

were obtained only after exclusion of the URFs_BF MS251, BRGO3127 and BRGO4162

sequences (Fig 1). Cluster # 1 had six sequences, from three different States (two from Goiás,

three from Maranhão and one from Piauı́). Cluster # 2 had five sequences, all from Goiás

State. Cluster # 3 comprised four sequences from two States (two from Mato Grosso and two

from Goiás). Cluster # 4 had five sequences from three States (one from Goiás, three from

Maranhão and one from Piauı́). Cluster # 5 contained 22 sequences from three States (20 from

Goiás, one from Mato Grosso and one from Tocantins).

A Blast search analysis was performed to identify sequences similar to the five potential new

CRF_BF1 Brazilian clusters. The recovered sequences were included in the phylogenetic and

recombinant analysis, bootstrap values higher than 87% and similar mosaic profiles compared

to those previously classified in Clusters # 3, 4 and 5 was verified (Fig 2). Eighteen sequences

branching within Custer # 3 were recovered from patients recruited in four States from the

North region (seven from Amazonas, five from Rondônia, three from Roraima and one from
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Fig 1. Phylogenetic analysis of 87 pol sequences of B/F1 HIV-1 isolates presenting five highly supported clusters and the mosaic

pattern of recombination in each cluster (neighbor-joining method, Kimura 2-parameters evolutive model/1000 replicate bootstrap

values). Bootscanning analyses of BF1 inter-subtype recombinant clusters (# 1–5) are represented. The five clusters identified in our study are

indicated by different colors: Cluster # 1: purple, Cluster # 2: blue, Cluster # 3: pink, Cluster # 4: green and Cluster # 5: red. Bootscan analysis was

performed in a 200nt sliding window advanced in 20nt step size increments (1.000 replicates). All CRF_BF depicting recombination breakpoints in

pol region were included in the analysis. In the mosaic structure representations of BF1 isolates, the breakpoint positions according to HXB2

genome numeration are shown on the right and left sides of the clusters, blue stands for subtype B and green stands for subtype F.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g001
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Acre) along with two sequences from the South region (Paraná) (Fig 2). Two sequences from

the North region (Amapá) classified in Cluster # 4 and three sequences classified in Cluster # 5

were recovered from patients from the North region (Rondônia) (Fig 2).

The Bayesian MCC tree displayed the same topology of the NJ tree, thus confirming the

five BF1 phylogenetic clusters initially described (Fig 3). According to this analysis, the median

TMRCA of the five potential new Brazilian CRFs_BF identified was estimated between the mid-

dle 1980s and the middle 1990s (Fig 3).

Fig 2. Phylogenetic tree of study BF1 isolates from Central West, North, Northeast and South Brazil

and BF1 sequences from GenBank sharing over 95% similarity with study isolates. Trees were

constructed using MEGA software, 6.0 version under neighbor-joining and Kimura 2 parameters methods

(Bootstrap value over 70%). The sequences described in our study are distinguished from the sequences

retrieved from the GenBank by a diamond signal. The five clusters identified in our study are indicated by

different colors: Cluster # 1: purple, Cluster # 2: blue, Cluster # 3: pink, Cluster # 4: green and Cluster # 5: red.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g002

Fig 3. Time-scaled Bayesian MCMC tree of 65 pol sequences of BF1 HIV-1 isolates that grouped into five clusters from Central West, North,

Norhteast and South Brazil. The circles indicate the positions of the MRCA of each BF1 cluster. Branch lengths are depicted in units of time (years). The

tree was automatically rooted under the assumption of a relaxed molecular clock. The five clusters identified in our study are indicated by different colors:

Cluster # 1: purple, Cluster # 2: blue, Cluster # 3: pink, Cluster # 4: green and Cluster # 5: red.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g003
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Analysis of FLG, NFLG and partial genomes

Phylogenetic (Fig 4) and bootscan analyses of six full length genomes (BRGOAP801, BRGO6043,

BRTO10_66, BRGO4141, BRGO3145 and BRGO3047) obtained from isolates classified in Clus-

ter # 5 allowed the description of a new recombinant lineage designated CRF90_BF1 by the Los

Alamos HIV Sequence Database (Los Alamos National Laboratory) according to the standard-

ized nomenclature [2]. We also obtained one NFLG and four partial genomes for isolates from

this Cluster that share the same mosaic structure (Fig 5). The mosaic structures inferred from

the analyses of these FLG, NFLG and partial genomes showed a genome predominantly of sub-

type B, which can be divided into seven subregions alternating subtypes B and F1. These seven

subregions were named I (626–2.661), II (2.662–2.971), III (2.972–4.295), IV (4.296–4.759), V

(4.760–8.671), VI (8.672–9.492) and VII (9.493–9.612) all positions relative to HXB2 genome.

Subregion NJ analyses also confirmed the putative parental HIV-1 subtype (Fig 5). Fully coinci-

dent intersubtype breakpoint locations at I-III sub regions were also observed in the NFLG of

BRGO4188 isolate and in the partial genome sequences of BRMT508, BRGO3027, BRGO3059

and BRGO6048 isolates (Fig 5 and Table 1).

The epidemiological features of the 11 patients presenting the newly described CRF90_BF1

lineage included six females (four of them pregnant) and five males (two of them prisoners)

(Table 1). The prevailing risk category was heterosexual sex reported by nine patients while

one prisoner patient reported intravenous drug use. Six patients were ARV naïve and five

had been exposed to ARV drugs either as highly active antiretroviral therapy (HAART) or

temporary mother-to-child-transmission (MTCT) prophylaxis. Most patients were from the

Central West region (Goiás State: isolates BRGO3027, BRGO3047, BRGO3145, BRGO3059,

BRGO4188, BRGO4141, BRGO6048, BRGOAP801 and BRGO6043; Mato Grosso State: isolate

BRMT508) and one patient lived in the North region (Tocantins State: isolate BRTO10_66).

Discussion

In this study, we report the characterization of a novel HIV-1 CRF_BF1, named CRF90_BF1

based on six FLG, one NFLG and four partial genome sequences. These isolates shared identi-

cal mosaic structures and were identified in individuals without any epidemiological link that

live in two distinct geographic regions in Brazil (Central West and North) located around

800–900 km apart. These criteria fulfill the requirements to define a new CRF, which is circu-

lating in distant interior urban areas in Brazil. This novel CRF is the 9th CRF involving sub-

types B and F1 described in Brazil and the 14th reported in South America. The estimated

frequency of the CRF90_BF1 in our sample set was 1.3% (11/828), with predominant detection

in the Central West region. However, the actual prevalence of this new CRF in these geo-

graphic regions cannot be accurately estimated since there is limited molecular data on HIV-1

isolates especially from the States of Mato Grosso, Mato Grosso do Sul and Tocantins.

The CRF12_BF, the first CRF identified in the Americas was described in 2001 in patients

from Argentina and Uruguay and its origin was estimated around the early 80s [53,54], while

BF1 recombinants were first reported in Brazil in the early 90’s [16,17]. Patients harboring the

CRF90_BF1 were diagnosed between 2002 and 2011. The median estimated TMRCA of the

CRF90_BF1 and of other putative CRF_BF1 clusters identified in our study is not recent and

ranges from middle 80’s to middle 90’s, similar to that previously estimated for Brazilian

CRF28_BF and CRF29_BF [55]. These estimates indicate that CRFs_BF1 have been probably

circulating in Brazil for three to four decades.

Besides its early generation, we have evidences, as shown by blast search analyses, that the

CRF90_BF1 and also the other putative CRFs_BF1 clades identified here have a wide geo-

graphic circulation (Fig 6). The CRF90_BF1 that we identified in Central West (Goiás and
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Fig 4. Phylogenetic analyses on the full length/near-full-length genome sequences of HIV-1 BF1 isolates from cluster # 5 belonging to a new

CRF90_BF1 identified in patients from Goiás and Tocantins States in the Central West and North Brazilian regions. The HIV group M reference

sequences of subtypes were obtained from the Los Alamos database. The scale bar represents 0.02 nucleotide substitutions per site. Phylogenic

analyses were constructed with Mega software version 6.0.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g004
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Fig 5. Mosaic structure of the new CRF composed by subtypes B and F1. Breakpoint positions according to HXB2 genome

numbering system are indicated. The phylogenetic trees for each of the seven mosaic segments (I-VII) were constructed with Mega

software v6.0 and the trees were midpoint rooted. The stability of each node was confirmed by bootstrapping with 1.000 replicates and
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Mato Grosso) and North Brazil (Tocantins) is probably also circulating in Rondônia, another

State in the North region which borders Bolivia in the South/East. HIV-1 BF1 isolates with the

same recombination pattern of isolates from Cluster # 3 detected in Central West were also

identified in several North Brazilian States (Amazonas, Rondônia, Roraima and Acre), and in

the South State of Paraná. Isolates with similar recombination profile of isolates from Cluster #

4 were also identified in the North region (Amapá State) besides the Central West (Goiás) and

Northeast Brazil (Maranhão and Piauı́). These results suggest the existence of novel CRFs_BF1

circulating in Brazil.

CRF28_BF and CRF29_BF described in the Southeast in 2006 (Santos, São Paulo State) rep-

resent the first Brazilian CRFs, and their origin date to 1988–1989 [18,55]. Studies have shown

a low prevalence of CRF28_BF and CRF29_BF [14,56], outside São Paulo except in Salvador,

Bahia State, Northeast where prevalence ranged from 10%-21% [57,58]. Among all BF1 isolates

identified in our study we have found a moderate rate of CRF28/CRF29_BF-like isolates

(16.1%, 14 out of 87) and an overall rate of 1.7% (14 out of 828) which represent one of the

highest frequencies of these CRFs identified outside São Paulo State.

Despite the predominance of subtype B in most geographic Brazilian regions, except in the

South where subtype C prevails, studies have shown that the prevalence of non-B subtypes,

particularly URFs_BF1 and URFs_BC has increased in the last decade [15,25,40,59,60]. Our

studies have shown a significant percentage of recombinant BF1 forms (3.7–25.9%) in the

Central West, North and Northeast Brazilian regions [11,27–37]. The most recently described

Brazilian CRFs_BF1 (CRF70_BF1 and CRF71_BF1) were identified among blood donors from

Pernambuco State, Northeast region [22]. The CRF72_BF1 was identified among blood donors

from five public blood banks in Minas Gerais State, Southeast region [21]. These recent data

point out the increasing generation and spread of CRFs, especially involving subtypes B and

F1 which play an important role in the Brazilian AIDS epidemic. However, the number of

complete genome sequences available is still limited, especially sequences from areas away

from the epicenter, as our study areas (Central West, North and Northeast) suggesting that

only significant bootstrap values >70% are shown at the corresponding nodes. The genetic distance corresponding to the length of the

branches is shown by the line at the bottom. The red color represents the CRF90_BF1 identified in this study.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g005

Table 1. Demographic characteristics of study subjects infected by HIV-1 CRF90_BF1.

Sample ID ARV status Gender Age Risk Group HIV Diagnosis (Year) Sample Collection (Year) HXB2 location (nt) Accession Number

BRGOAP801 HAART M 59 Heterosexual 2007 2010 407–9626 KY628223

BRGO6043 Naïve F 30 Heterosexual 2011 2011 407–9626 KY628221

BRTO10_66 Naïve F 27 Heterosexual 2009 2009 407–9616 KY628225

BRGO4141 Prophylaxis F 24 Heterosexual 2010 2010 408–9615 KY628219

BRGO3145 HAART F 35 Heterosexual 2004 2007 407–9612 KY628218

BRGO3047 HAART M 47 NA 2002 2007 474–9589 KY628216

BRGO4188 Prophylaxis F 27 Heterosexual 2006 2010 407–7080* KY628220

BRGO3027 Naïve M 27 IDU 2002 2007 453–5924* KY628215

BRMT508 Naïve M 41 Heterosexual 2009 2009 414–5919* KY628224

BRGO3059 Naïve M 51 Heterosexual 2007 2007 407–4778* KY628217

BRGO6048 Naïve F 30 Heterosexual 2009 2012 454–4122* KY628222

M: Male; F: Female; Naïve: antiretroviral naïve patients; HAART: Patients under highly active antiretroviral therapy; Prophylaxis: mother-to-child-

transmission antiretroviral prophylaxis (MTCT ARV prophylaxis); IDU: intravenous drug user; N.A.: not available

* isolates with partial genome sequences; Isolates are listed according to the size of sequenced fragments. nt: nucleotide position

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.t001

Novel HIV-1 CRF90_BF1 detected in Central-West, North Brazil

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578 June 19, 2017 11 / 16

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g005
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.t001
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578


the actual proportion of HIV-1 recombinant forms in the Brazilian pandemic is probably

underestimated.

Conclusions

In summary, we identified the novel CRF90_BF1 among heterosexual patients living in two

geographic regions in Brazil, away from the epicenter of the epidemic. This is the 9th CRF_BF1

described in Brazil indicating that continued molecular screening and surveillance are neces-

sary to fully understand the evolutionary dynamics of the HIV-1 epidemic in such a country of

continental dimensions. Our results also underscore the importance of full-length genome

sequencing of HIV-1 isolates obtained from patients infected by different transmission routes

and in different country regions to fully understand the diversity and complexity of the HIV-1

epidemic in Brazil.

Fig 6. South America map highlighting Brazil. Color marks indicate the possible geographical area of circulation of BF1 isolates identified in

Central West, North, Northeast and South Brazil and BF1 sequences from GenBank sharing over 95% similarity with study isolates from Clusters

# 1–5. In the Brazilian map, each colored mark represents the geographic area of potential circulation of: Cluster # 1-purple, Cluster # 2-blue, Cluster #

3-pink, Cluster # 4-green, Cluster # 5-red.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178578.g006
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Abstract 

 

The importance of BF recombinants in the Brazilian epidemic is illustrated by the high 

number of BF recombinants described: several unique recombinant forms/URF and 

nine circulating recombinant forms/CRF CRF28_BF, CRF29_BF, CRF39_BF, 

CRF40_BF, CRF46_BF, CRF70_BF, CRF71_BF, CRF72_BF e CRF90_BF). This 

study characterizes full length/FLG near full length genome/NFLG sequences of BF 

isolates sampled from 2003-2013 in patients living in six Brazilian States. Proviral DNA 

was extracted from whole blood and four overlapping fragments that compose HIV-1 

whole genome were amplified by “nested”-PCR.  The generated sequences were 

aligned (BioEdit 7.2.0) and phylogenetic analysis performed (MEGA 6, Neighbor-

Joining, Kimura 2 parameters). The recombination profiles were identified by point 

analysis, phylogenetic analysis of fragments, and bootscan analysis (SIMPLOT v3.5.1). 

In this study FLG of three URF_BF and partial genomes of 9 BF isolates from Central 

West and Northeast regions Brazilian were characterized. These URF_BF described 

here show distinct breakpoints from all the BF mosaics described in Brazil or 

elsewhere. BLAST search analyses identifed other sequences with similar 

recombination profiles in patients from North and South Brazil. These evidences 

suggest that some of these URFs_BF may in fact represent new unidentifed CRF_BF 

with broad circulation in Brazil. Molecular surveillance studies especially including 

FLG/NFLG are necessary to fully understand the complexity and impacto of the 

generation and dissemination of BF recombinants in the Brazilian AIDS epidemic that 

is taking course away from its epicenter. 
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HIV-1 is characterized by extensive genetic variability which can be classified into four 

groups (M, N, O and P), nine subtypes (A, B, C, D, F, G, H, J and K), six subsubtypes 

(A1, A2, A3, A4, F1 and F2). The high recombinogenic capacity of HIV-1 can be 

illustrated by the vast number of recombinant forms described worldwide: 88 circulating 

recombinant forms (CRFs) and several unique recombinant forms (URFs)1. Globally 

URFs may account for 4% of the HIV-1 epidemics2.  

The Brazilian HIV/AIDS epidemic is complex and dynamic and has been characterized 

by the predominance of HIV-1 subtype B in most Brazilian regions with and an 

increasing number of BF recombinant forms. URFs_BF have been probably circulating 

in South America since early 80’s3. The first Brazilian BF mosaic was identified in 1994 

in two individuals sharing epidemiologic link4. The first Brazilian URF_BF (93BR029.4) 

was identified in the late 90’s5. Recent studies have highlighted the increase in the rate 

of BF recombinants both URFs and CRFs in the Brazilian epidemic. Five out of six 

recombinants described in the country are in fact BF recombinants6. Also, there 

evidences showing that most, if not all of subtype F1 from Brazil may contain 

recombinant genomes3,7. Since then the rate of BF mosaics has been increasing in 

most regions. In some regions as the Central West, BF recombinants represent the 

second most prevalent genetic variant8-17. In the Northeast region studies among blood 

donors from Pernambuco have described increasing rate of URFs_BF18,19. 

The characterization of URFs_BF by full/near full genome sequences in Brazil is still 

scarce especially away from the epicenter of the epidemic18,20. Previous reports from 

our group among different population groups have shown rates of BF recombinants 

ranging from 4.5-25.9% in the HIV-1 pol region among isolates from different Brazilian 

states located in the Central West, North and Northeast regions9-17,21-23. Among 828 

isolates, 87 BF1 strains were identified and phylogenetic, bootscan and point analyses 

showed that 42 sequences grouped into 5 distinct clusters. Full/near full length/partial 

genome sequences from the  most representative cluster (#5)  which contained 22 

strains  allowed the identification of  the new CRF90_BF and several CRF_BF like 

strains: 14 CRF28/29_BF-like strains, 2 CRF17_BF-like, 1 CRF12_BF-like and  1 

CRF47_BF20. In the current study we describe the whole genome sequences of three 

new URFs_BF each one identified in the previously described clusters #1, 2 and 3 (Fig. 

1)20. 

This study analyzed 20 HIV-1 isolates sampled from 2003-2013 among newly 

diagnosed antiretroviral naïve patients, pregnant women, patients under ARV failure 

who were recruited at different health units (Hospital Anuar Auad, Hospital das Clínicas 

da Universidade Federal de Goiás in Goiânia/Goiás; Lacen; LACEN and Hospital 

Universitário Júlio Muller/UFMT/Palmas/Tocantins; Hospital de Doenças Tropicais Dr 
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Natan Portela/São Luís/Maranhão and LACEN/ Teresina/Piauí). All patients signed an 

informed consent form before blood collection. 

Genomic DNA was extracted from whole blood samples (QIAamp® DNA Blood Mini 

Kit/QIAGEN, Qiagen, Hilden, Germany). The complete HIV-1 genome was amplified by 

nested-PCR employing Platinum Taq DNA polymerase enzyme (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) into four overlapping fragments using HIV-1 specific primers, as following: 

fragment 1- SCAOSD/LR51 external primers and SCANSD/DP11 internal primers 

(408-2594), fragment 2- DP10/SCCNAS external primers and DP16/SCCOAS internal 

primers (2253-4830); fragment 3- MMINT8/ED14 external primers and MMINT3/ED12 

internal primers (4653-7811); fragment 4- ED5/SCDOAD external primers and 

JH44/LTR2 internal primers (6954-9625)20,24-26, all positions were relative to HXB2 

genome. Isolates with all four fragments completely sequenced were considered full 

length genomes (FLG); isolates with three complete fragments were considered near 

full length genomes (NFLG), and isolates with one or two fragment sequences were 

referred as partial genomes. 

The amplified DNA fragments from the nested-PCR products were separated by gel 

electrophoresis, purified (kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN, Qiagen, Hilden, 

Germany) and sequenced with the Big Dye Terminator Sequencing Kit v. 3.1 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA) in an automated ABI Prism 3100 Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, USA). Chromatograms were analyzed and edited using the 

SeqMan software from the package DNASTAR Lasergene (MA, USA). 

Sequences were aligned using Clustal X 2.0 implemented in BioEdit 7.2.0 program27. 

Reference sequences of HIV-1 group M subtypes (A-D, F–H, J and K) and CRF_BF 

sequences were obtained from the Los Alamos HIV database (http://hiv.lanl.gov/). 

Phylogenetic trees were generated using the neighbor-joining (NJ) method28 under the 

Kimura two-parameter model29 using MEGA 6.0 software30. Bootstrap values (BP, 

1.000 replicates) above 70% were considered significant. Recombination analyses 

were performed in all viral isolates using bootscan implemented in Simplot v3.5.1 

software with the following parameters: 300nt window, 20nt increments, NJ method 

under Kimura’s two-parameter correction with 100 boostrap replicates31. To better 

characterize the recombination breakpoints suggested in the previous analyses, the 

putative recombinants were subjected to informative site analyses as described 

elsewhere25. For this purpose, consensus sequences from Brazilian HIV-1 subtypes B 

and F1 were generated in the DAMBE program32. Fragments of sequences assigned to 

specific HIV-1 subtypes were finally confirmed by separate NJ phylogenetic analysis as 

described above. 
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Representative samples from the HIV-1 BF Brazilian clusters herein identified were 

submitted to a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) analysis in order to recover 

other sequences with high similarity (>95%) and probably similar recombination profile. 

The BLAST analysis was done using sequences obtained from the Los Alamos HIV 

database (http://hiv.lanl.gov/). 

In the previously described Cluster #1 (Fig. 1), from the six BF isolates we were able to 

obtain the full length sequence of the BRGOMI744 strain (422-9493bp) from Goiás 

State, Central West Brazil (Fig. 2A). For the BRMA94 strain, from Maranhão state, 

Northeast region, partial genome sequences of fragments #1, 2 and 3 were obtained 

(1028-5930bp, 6004-7765bp relative to HXB2 genome).  

The URF_BF/BRGOMI744 was sampled in 2003 from a 21 years old pregnant woman 

from Goiânia, Goiás, Central West Brazil which heterosexual exposure. This patient 

was ARV naïve and was in her second pregnancy. The patient was diagnosed during 

the 14th week of gestation by the regional public health antenatal care program. The 

bootscanning analysis of the near full genome sequence of BRGOMI744 strain showed 

a complex recombination profile of subtypes F1 and B comprising 6 recombination 

breakpoints which divided the HIV-1 genome into 7 subregions as depicted below (Fig. 

2A).  

The previously described Cluster #2 (Fig. 1) contained 5 HIV-1 sequences from 

pregnant women recruited in Goiás State. We were able to get the full length genome 

sequences of the BRGO4056 strain (407-9301bp) and the near full length genome of 

two strains: BRGO4013 strain, 1186-5845bp and 7750-8576bp and BRGO4028 strain, 

362-4774bp and 7072-9614bp. 

The URF_BF/BRGO4056 was sampled from a 17 years old pregnant woman from an 

interior city in Goiás state. This patient was ARV naïve and diagnosed during the 24th 

week of gestation by the regional public health antenatal care program. The patient 

referred heterosexual exposure. In this URF_BF, subtype B predominated. The 

bootscan analysis of the full genome sequence of this strain showed 6 recombination 

breakpoints which divided the genome into 7 subregions as shown in Fig. 2B. 
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FIG. 1: Phylogenetic analysis of 
42 BF isolates in the pol region of 
HIV-1 sampled from patients 
living in six Brazilian states 
(2003-2013). Neighbor-Joining 
and Kimura 2 parameters were 
used to construct the 
phylogenetic tree (MEGA v.6). 
Reference sequences from HIV-1 
group M subtypes and CRFs_BF 
were obtained from the Los 
Alamos HIV sequence database. 
These 42 isolates grouped into 5 
distinct clusters (#1-5) which are 
indicated by different colors: 
Cluster # 1: purple, Cluster #2: 
blue, Cluster #3: pink, Cluster #4: 
green and Cluster CRF90_BF1: 
red. Sequences described in 
cluster#1 were described in20. 
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The previously described Cluster #3 (Fig. 1) contained four isolates from Goiás and 

Mato Grosso which origin was estimated in late 80’s20. BLAST searches identified 18 

other HIV-1 isolates sharing the same recombination profile circulating in five other 

Brazilian States (Acre, Amazonas, Paraná, Rondônia and Roraima). Among four 

isolates from cluster #3, we have obtained one full length genome sequence 

(BRMT1319: 423-9423bp), one partial/half genome sequence (BRMT2835: 419-

4791bp) and partial genome sequences of two isolates: BRGO3153, fragment #2 

2265-4808bp and BRGO4057, fragment #4, 7011-9614bp.  

The URF_BF/BRMT1319 was sampled from a 24 years old male, who referred 

homosexual exposure and who lived in a small interior city from Mato Grosso State 

(Várzea Grande city). This ARV naïve patient was diagnosed in 2002. The full genome 

sequence of this URF_BF showed a genome composed of mainly subtype B. The 

bootscaning analysis of this genome showed a complex recombination pattern with six 

recombination breakpoints, dividing the genome into 7 subregions as illustrated in Fig. 

2C. 

In  the Cluster #4 (Fig. 1) among its 5 isolates from three States: one from Goiás, three 

from Maranhão and one from Piauí, we were able to sequence 3 fragments from  the 

BRMA145 strain (465-8233bp), one fragment from the BRMA130 strain (2253-4780bp) 

and one fragment from the BRMA02 strain (2254-3619bp) (Fig. 2D). BLAST analysis 

identified two isolates from Amapá State, North region sharing the same recombination 

profile of isolates from Cluster #4. The phylogenetic analyses of these three URF_BF 

described in this study (Fig. 3) showed that none of them aligned to any CRF_BF or 

URF_BF already described in Brazil or elsewhere which are included at the Los 

Alamos sequence list 

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). 
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FIG. 2. Schematic representation of full length/near full length genomes and partial genomes of four distinct URFs_BF described in this 
study. Panel A: BRGOMI744 isolate; Panel B: BRGO4056 isolate; Panel C: BRMT1319 isolate; Panel D: BRMA145 isolate. The HIV-1 
genomic structures were obtained using the Recombinant Draw Tool available at Los Alamos 
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/DRAW_CRF/recom_mapper.html).  In this scehmatic representation HIV-1 sutype B is 
represented in blue and subtype F in green. Phylogenetic analyses were performed using MEGA v.6, with Neighbor-Joining, Kimura 2-
parameters. 
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FIG. 3: Phylogenetic analyses of three new URFs_BF sampled from patients living in 
Central West Brazil. Reference sequences were obtained from the Los Alamos HIV 
sequence database. Phylogenetic tree was performed using MEGA v.6, with Neighbor-
Joining, Kimura 2-parameters. 
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Our study describes near full length genomes of three URFs_BF with distinct 

breakpoints from all the BF mosaics described in Brazil or elsewhere19,33-35. Additionally 

partial sequences were obtained from at least one fragment derived from 9 other 

recombinant BF isolates (Fig. 2). These BF isolates were sampled in the Central West 

(Goiás, Mato Grosso) and Northeast regions (Maranhão). Previous studies showed 

that NFLG and larger fragments usually increase the proportion and variety of 

recombinant strains, especially BF36. Also misclassifications are known to easily arise 

from the characterization of small fragments of HIV-1, corroborating the importance of 

FLG/NFLG to completely reveal the genetic diversity of HIV-1 strains19,33-35. However in 

this study the NFLG and partial genome sequences confirmed B and F1 subtypes 

originally identified by molecular analyses of the smaller pol region. cccc 

Also, for one of the BF clusters (#3), previously characterized by Reis et al20, 

which contained four isolates from the Central West region, one near full length 

genome sequence (BRMT1319) and partial genome sequences of three isolates were 

generated. BLAST searches against the NCBI nucleotide database revealed a 

significant number of sequences similar to the BRMT1319 sequence circulating in 

several States located in the North region (Acre, Amazonas, Rondônia and Roraima) 

and also in Paraná in the South region. Altogether these evidences suggest that this 

new URF may represent a new CRF_BF with a broad circulation in different Brazilian 

regions (Central West, North and South).  

 The Brazilian AIDS epidemic is complex and dynamic and characterized by the 

cocirculation of subtypes B, F1 and C and countless BF and BC recombinants26,33,36,37. 

Our results from three Brazilian regions (Central West, North and Northeast) indicate 

the continued generation and dispersion of several BF recombinants in Brazil. The high 

frequency of recombinants identified indicate that coinfection with multiple viruses or 

sequential superinfection with several distinct transmission events is occurring at high 

rates in high risk behavior individuals from different transmission networks in Brazil36. 

Surveillance of the generation and dissemination of these recombinants is important 

since they can eventually have improved fitness that may reflect in increased 

transmissibility. Overall, the results presented in this study contributes to the 

understanding of the diversity of HIV-1 and its recombinant forms in different Brazilian 

regions. Monitoring HIV-1 genetic diversity is crucial to assure sensitive screening and 

diagnostic tests, viral load assays and potential vaccine candidates that need to match 

the regional viral diversity. 

 

Sequence Data 
All HIV-1 sequences generated in this study will be deposited in the GenBank 
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Database. 
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ABSTRACT 
The HIV/AIDS epidemic in Brazil, the largest, most populous and affected country in 

Latin America, has recently shown an escalating prevalence of non-B subtypes, 

especially URFs_BF1, subtype C and URFs_BC. Previous studies from Goiás/GO, 

Mato Grosso/MT, Mato Grosso do Sul/MS, Tocantins/TO, Maranhão/MA and Piauí/PI 

States have shown the cocirculation of subtypes B, C and F1 and a considerable 

variability of recombinant patterns. This study describes the molecular characterization 

of BC, BFC and CF mosaic isolates circulating in these six Brazilian States. Methods:  
BC, BFC and CF recombinants identified among 828 HIV-1 infected patients recruited 

from 2003-2013 in six Brazilian States were reclassified based on pol gene sequences 

using phylogenetic analysis (neighbor-joining/NJ), bootscan (Simplot v3.5.1 ), and 

informative site analyses. Partial genome sequences of four overlapping fragments: 

fragment #1 (408-2594bp), fragment #2 (2253-4830bp), fragment #3 (4653-7811bp) 

and fragment #4 (6954-9625bp) related to HXB2 genome were generated and 

analyzed. Results:  Overall moderate prevalence of “pure” subtype C (6.4%, 53/828) 

and low prevalence of subtype F1 (4.7%; 39/828) was observed. The rates of subtype 

C and F1 infections decreased northwards (from MS to PI). Additionally, 24 unique 

recombinant isolates that contained a subtype C fragment (2.9%; 24/828) were 

identified: 19 (2.3%, 19/828) BC recombinants, three BFC recombinants (0.4%, 3/828) 

and two CF recombinants (0.2%, 2/828). Among 23 ARV naïve patients infected with 

BC, BFC and CF recombinants 21.7% (5/23) presented mutations associated with 

transmitted drug resistance. Among the 24 recombinants, phylogenetic, bootscan and 

informative site analysis showed 79.2% (19/24) BC isolates while 20.8% (5/24) were 

FC recombinants. Nineteen isolates grouped into six clusters while five isolates 

(BRGO4156, BRMT2509, BRMT3086, BRMS43 and BRPI34) did not cluster with other 

samples. The largest clusters contained BC recombinants; the CRF31_BC-like cluster 

contained 5 isolates and two isolates were CRF60_BC-like. Two clusters contained 5 

BFC and CF isolates. Conclusions: Overall our results indicate the extensive 

recombination patterns of BC, BFC and CF isolates circulating in central west, north 

and northeast contributing to the knowledge on recombination profiles of HIV-1 in 

Brazilian regions away from the epicenter of the epidemics. 
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INTRODUCTION 
Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) can be categorized into four 

phylogenetically distinct groups M, N, O and P and the pandemic group M presents 

nine subtypes (A-D F-H, J, K), six sub-subtypes  (A1-A4, F1-F2), circulating 

recombinant forms (CRFs) and unique recombinant forms (URFs) (Robertson et al. 

2000). HIV-1 is a highly polymorphic, rapidly evolving virus that accumulates and fixes 

advantageous mutations in the viral population. This extensive diversity results mainly 

from error-prone nature of the viral reverse transcriptase (3x10-5 

mutations/nucleotide/replication cycle), a high mutation rate and rapid in vivo turn over 

(10.3 x 109 particles/day) (Mansky et al. 1996; Perelson et al. 1996). Additionally, 

recombination represents one of the most important mechanisms driving HIV-1 genetic 

diversity (Worobey & Holmes 1999). The cocirculation of distinct subtypes within a 

population is known to favor coinfection and recombination, which can generate 

intrasubtype or intersubtype mosaic viruses. HIV-1 CRFs refer to mosaic viruses, 

containing the same recombinant pattern in the entire genome, able to cause 

microepidemics in individuals without epidemiologic link. HIV-1 URFs are mosaic viral 

structures detected in one individual or in individuals with epidemiological link 

(Robertson et al. 2000; Nájera et al. 2002).  So far, 90 HIV-1 CRFs have been 

published and countless distinct URFs have been described 

(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Globally, HIV-1 

CRFs and URFs account for almost 20% of new infections (Tebit & Arts 2011). 

Worldwide the distribution of HIV-1 subtypes is dynamic and complex across 

geographical regions and subtype C represents the predominant genetic form 

accounting for almost half of the pandemic group M subtypes (Hemelaar et al. 2011).  

Brazil, the largest, most populous and affected country in Latin America has a diverse 

and complex HIV-1 molecular epidemiology. Overall subtype B prevails, except in the 

South region where subtype C and numerous BC URFs are major variants, with a high 

prevalence of CRF31_BC, mostly in Porto Alegre, Rio Grande do Sul State (Passaes 

et al. 2009; Medeiros et al. 2011; Gräf et al. 2016).  Previous studies from six Brazilian 

States (Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul from Central West region; Tocantins 

from North region; Maranhão and Piauí from Northeast region) have shown low to high 

rates of subtypes C and F1 and the preponderance of subtype B (Cardoso et al. 2009; 

Cardoso & Stefani 2009; Cardoso et al. 2010; Cardoso et al. 2011; Carvalho et al. 

2011; Ferreira et al. 2011; da Silveira et al. 2012; Alcântara et al. 2012; da Costa et al 

2013; Moura et al. 2015a; Moura et al. 2015b; Lima et al. 2016b). Recent studies have 

shown an increasing prevalence of subtype C infections in South Brazil and its 

dispersion throughout the continent (Gräf & Pinto 2013; Delatorre et al. 2013; Gräf et 
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al. 2015). A rising trend in subtype C prevalence (13.3%) was reported in young 

pregnant women from Central West suggesting that its interiorization can potentially 

impact the molecular epidemiology of HIV-1 in inland Brazil (Alcântara et al. 2013; Lima 

et al. 2016a).  Also, an escalating prevalence of non-B subtypes, especially URFs_ BF, 

subtype C and URFs_BC has been reported lately in Brazil (Librelotto et al. 2015; da 

Costa et al. 2016; Pessoa et al. 2016; Delatorre et al. 2017).  

The cocirculation of subtypes B, C and F1 in our study area (Goiás, Mato Grosso, Mato 

Grosso do Sul, Tocantins, Maranhão and Piauí) increases the chances of coinfection 

and of the generation of intersubtype recombinant viruses. In fact, a recent study from 

our group has identified the CRF90_BF1 and several new URFs_BF in these States 

(Reis et al. 2017). Additionally, partial pol genome sequences have shown 

considerable variability of recombinant patterns including the less prevalent circulating 

subtypes C and F1. In this regard, this study reports rates of subtype C and F1 

infections and describes the molecular characterization of BC, BFC and CF mosaic 

isolates circulating in these six Brazilian States. 

 
 

METHODS 
Study Population  
Our study population included 828 HIV-1 infected patients recruited from 2003-2013 in 

six Brazilian States (Goiás/GO, Mato Grosso/MT, Mato Grosso do Sul/MS, 

Tocantins/TO, Maranhão/MA and Piauí/PI). Study Population included individuals from 

the following groups: recently diagnosed antiretroviral (ARV) naïve, therapeutic failure 

of ARV treatment, inmates and pregnant women. These studies were approved by the 

local Institutional Ethics Committee and all participants signed an informed consent 

form before blood collection (Goiás: protocols #073/05, #003/2008, #163/2010 at 

CEPMHA/HC/UFG, Mato Grosso: protocol #435/07 at Universidade Federal do Mato 

Grosso/UFMT, Mato Grosso do Sul: protocol #1143 at Universidade Federal do Mato 

Grosso do Sul/UFMS, Piauí; protocol #022/2011 at Universidade Estadual do 

Piauí/UESPI, Maranhão: protocol #16/2011 at Hospital de Doenças Tropicais Dr Natan 

Portela).  

 
Classification of HIV-1 subtype according to PR/RT  
RNA extraction from plasma, reverse transcription into complementary DNA (cDNA) 

and amplification by nested polymerase chain reaction (nested-PCR) of the protease-

reverse transcriptase (PR/RT) regions in the pol gene and phylogenetic analyses were 
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previously described (Cardoso et al. 2009; Cardoso & Stefani 2009; Cardoso et al. 

2010; Carvalho et al. 2011; Ferreira et al. 2011; Cardoso et al. 2011; da Silveira et al. 

2011; Alcântara et al. 2012; da Costa et al. 2013; Moura et al. 2015a; Moura et al. 

2015b; Lima et al. 2016b). 

 
Partial HIV-1 genomes  
Genomic DNA was extracted from whole blood samples (QIAamp® DNA Blood Mini 

Kit/QIAGEN, Qiagen, Hilden, Germany). The HIV-1 genome was amplified by nested-

PCR employing Platinum Taq DNA polymerase enzyme (Invitrogen, Carlsbad, CA) into 

four overlapping fragments composing the whole genome sequence of HIV-1 that  

regarding the HXB2  genome contained: fragment #1 (408-2594bp), fragment #2 

(2253-4830bp), fragment #3 (4653-7811bp) and fragment #4 (6954-9625bp) using HIV-

1 specific primers, as previously described Reis et al. 2017).  The amplified DNA 

fragments from the nested-PCR products were separated by gel electrophoresis, 

purified (kit QIAquick® PCR Purification Kit/QIAGEN, Qiagen, Hilden, Germany) and 

sequenced (Big Dye Terminator Sequencing Kit v. 3.1, Applied Biosystems, Foster 

City, CA; ABI Prism 3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA).   

 
Phylogenetic and Recombination Analyses 
All pol (PR/RT) sequences from this study were realigned using Clustal X 2.0 

implemented in BioEdit 7.2.0 program (Thompsom et al. 1994). Reference sequences 

of HIV-1 group M subtypes (B, C and F1) and CRFs_BC (CRF07_BC, CRF08_BC, 

CRF31_BC, CRF57_BC, CRF60_BC, CRF61_BC, CRF62_BC, CRF64_BC, 

CRF85_BC, CRF86_BC and CRF88_BC) were obtained from the Los Alamos HIV 

database (https://www.hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html). 

Phylogenetic trees were generated using the Neighbor-Joining (NJ) method (Nei & 

Kumar, 2002) under the Kimura two-parameter model (Kimura, 1980) using MEGA 6.0 

software (Tamura et al. 2013). Bootstrap values (BP, 1.000 replicates) above 70% 

were considered significant. Recombination analyses were performed in all viral 

isolates using bootscan implemented in Simplot v3.5.1 software with the following 

parameters: 300nt window, 20nt increments, NJ method under Kimura’s two-parameter 

correction with 100 bootstrap replicates (Lole et al. 1999). For this purpose, consensus 

sequences from Brazilian HIV-1 subtypes B, C and F1 were generated in the DAMBE 

program (Xia & Xie, 2001). Fragments of our study sequences assigned to specific 

HIV-1 subtypes were finally confirmed by separate NJ phylogenetic analysis and by 

informative site analyses as described above. 
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Representative samples from the HIV-1 BC, BFC and CF Brazilian clusters herein 

identified were submitted to a Basic Local Alignment Search Tool (BLAST- 

https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/BASIC_BLAST/basic_blast.html) analysis in 

order to recover other sequences with high similarity (>95%) and probably similar 

recombination profiles.  

To confirm the breakpoints we checked effective informative sites between subtypes 

around each breakpoint. The sites in the middle of two effective sites that refer to the 

reference sequences of subtypes B, C or F1 were defined as the recombination 

breakpoints. 

  
Drug resistance analysis 
Transmitted drug resistance (TDR) rate was analyzed using the Calibrated Population 

Resistance (CPR) tool (Stanford Surveillance Drug Resistance Mutation-SDRM) and 

the IAS-USA major mutation lists (Gifford et al. 2009; Wensing et al. 2017). 

Susceptibility profiles of ARV mutations were analyzed by the SDRM-2009 (Accessed: 

June 2017). 

 

Data Analysis and Data Availability 
Descriptive analyses (frequency, median, mean) were calculated when appropriate (the 

GraphPad Prism® version 5). All HIV-1 sequences generated in this study will be 

deposited in the GenBank database. 

 

RESULTS 

Prevalence of “pure” HIV-1 Subtypes C and F1 and recombinants BC, BFC 
and CF in six Brazilian States  
The phylogenetic analyses of the partial HIV-1 pol region obtained from 828 patients 

recruited in six Brazilian States showed a moderate prevalence of “pure” subtype C 

(6.4%, 53/828). The highest rate of “pure” subtype C was found in Mato Grosso do Sul 

(10.2%, 5/49) followed by Goiás (8.6%, 36/420), Tocantins (5.8%, 3/52), Mato Grosso 

(5.4%, 5/92), Maranhão (2.8%, 3/106) and Piauí (1.1%,1/89). The overall prevalence of 

“pure” subtype F1 in these States was 4.7% (39/828): 8.2%: (4/49) in Mato Grosso do 

Sul; 6.7%, (28/420) in Goiás; 3.3%, (3/92) in Mato Grosso; 1.9%, (1/52) in Tocantins; 

1.9%, (2/106) in Maranhão and 1.1%, (1/89) in Piauí.  

Besides the 53 “pure” subtype C isolates identified in pol, phylogenetic, bootscan and 

informative site analyses showed 24 unique recombinant isolates that contained a 

subtype C fragment (2.9%; 24/828) (Figure 1). Among these 24 isolates, 19 (2.3%, 
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19/828) were BC recombinants while five isolates were BFC and CF recombinants 

(0.6%, 5/828). The summary of these results are depicted in Figure 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1: HIV-1 pol (PR/RT) diversity in patients recruited in six Brazilian States: 

Goiás/GO, Mato Grosso/MT and Mato Grosso do Sul/MS from Central West region, 

Tocantins/TO from North region, Maranhão/MA and Piauí/PI from Northeast region. 

The numbers and proportions of “pure” subtype B, C and F1 isolates and of BC, FC, 

BF intersubtype recombinants are also depicted. * The characterization of BF1 

recombinants including the new CRF90_BF1 and several BF1 URFs is out of the scope 

of this study and has been previously reported (Reis et al. 2017). 

 

 

 

 

HIV-1 pol (PR/RT) sequences (n=828) from six Brazilian States: 
GO, n=420; MT, n=92; MS, n=69; TO, n=52; MA, n=106; PI, n=89 

Subtype B  
75.5% (625/828) 
GO n=316 
MT n=67 
MS n=32 
TO n=42 
MA n=91 
PI   n=77 

Subtype F1  
4.7% (39/828) 
GO n=28 
MT n=3 
MS n=4 
TO n=1 
MA n=2 
PI   n=1 

Subtype C 
6.4% (53/828)  
GO n=36 
MT n=5 
MS n=5 
TO n=3 
MA n=3 
PI   n=1 

BF Recombinants *  
10.5% (87/828) 

BC Recombinants 
2.3% (19/828) 
GO n=3 
MT n=4 
MS n=4 
MA n=2 
PI   n=6 

BFC Recombinants  
0.6% (5/828) 
GO n=1 
MT n=2 
 
CF Recombinants 
TO n=2 
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Main features of patients harboring BC and FC recombinants 
The main sociodemographic, clinical and laboratory characteristics of 24 patients 

infected with BC, BFC and CF recombinants are depicted in Table 1.  Patients’ 

samples representing subtype C recombinants were collected in all six Brazilian States 

from 2007-2012. Mosaic BC recombinants were detected in Mato Grosso do Sul (n=4), 

Mato Grosso (n=4), Goiás (n=3), Maranhão (n=2) and Piauí (n=6). BFC recombinants 

were detected in Goias (n=1), Mato Grosso (n=2) and CF recombinants were detected 

in Tocantins (n=2). The majority of patients was young adult females (7:17 male female 

rate), from 21-50 years (median age= 33.5 years) including a 17 years old pregnant 

teenager.  Heterosexual exposure predominated among these patients (83.3%, 20/24). 

Most patients was ARV naïve (95.8%, 23/24) with a median of CD4 counts= 455 

cells/mm2 (76-1.246 cells/mm2 range) and the median of viral loads was 8.780 

copies/mL (127-500.000 copies/mL range).  

 Among 23 ARV naïve patients infected with BC, BFC and CF recombinants, 21.7% 

(5/23) presented mutations associated with transmitted drug resistance (Table 1, 

isolates identified by *). The following single class mutations were identified: the D67N 

resistance mutation to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTI), the L10I/V 

resistance mutation to protease inhibitor (PI), the K103N resistance mutation to non-

nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI). One isolate harbored mutations to 

both PI (L10V) and to NNRTI (V179E).  
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                   Table 1:  Main sociodemographic, clinical and laboratory characteristics of study subjects infected with HIV-1 subtype C recombinants 
from six Brazilian States. 

       
Patient   ID 

Sampling year/          
recombination profile 

Exposure 
category 

Age/ 
years Gender 

ARV 
Status 

CD4  
cells/mm2 

Viral load 
copies/mL City/State 

BRMT2526* 2008/BFC Heterosexual 34 M naïve 155 78.963 Rondonópolis/MT 
BRGO3001 2007/BFC NA 33 F naïve 76 500.000 Alexânia/GO 
BRMT722* 2009/BFC Homosexual 46 M naïve 546 2.271 Cuiabá/MT/MT  
BRPI75 2012/BC Heterosexual 32 F naïve 389 143.883 José de Freitas/PI 
BRMA188 2012/BC Heterosexual 50 M naïve 298 18.851 São Luís/MA 
BRMS43 2008/BC Heterosexual 42 M naïve 430 268.674 Campo Grande/MS 
BRPI34* 2011/BC Heterosexual 46 F naïve 436 48.846 Teresina/PI  
BRMT2509 2009/BC Heterosexual 25 F naïve 271 14.012 Nova Mutum/MT 
BRGO4094 2009/BC Heterosexual 21 F naïve NA 2.584 Formosa/GO 
BRMT3104 2008/BC Heterosexual 29 F naïve 1.111 1.365 São José do Rio Claro/MT 
BRPI13 2011/BC Heterosexual 29 F naïve 683 1.953 Teresina/PI  
BRPI22 2011/BC Heterosexual 45 F naïve 613 13.460 Teresina/PI  
BRGO4156 2010/BC Heterosexual 17 F prophylaxis 399 33.658 Trindade/GO 
BRPI115 2012/BC Heterosexual 36 F naïve 595 2.490 Teresina/PI  
BRMT3086 2008/BC Heterosexual 36 F naïve 142 7.229 Nobres/MT 
BRMT848* 2009/CRF31_BC Heterosexual 41 F naïve 501 7.842 Cuiabá/MT 
BRMS03 2008/CRF31_BC Heterosexual 37 F naïve 536 3.729 Campo Grande/MS 
BRGO4179 2010/CRF31_BC Heterosexual 21 F naïve NA 166.000 Formosa/GO 
BRPI71 2012/CRF31_BC Heterosexual 34 F naïve 952 127 Teresina/PI  
BRMS1310 2010/CRF31_BC Homosexual 29 M naïve 1.246 3.488 Campo Grande/MS 
BRMS47* 2008/CRF60_BC Homosexual 36 M naïve 308 15.248 Campo Grande/MS 
BRMA216 2011/CRF60_BC Heterosexual 26 M naïve 474 5.892 São Luís/MA 
BRTO0543 2008/CF Heterosexual 21 F naïve 397 9.717 Palmas/TO 
BRTO0966  2007/CF Heterosexual 30 F naïve 793 5.361 Dianópolis/TO 
F= female; M=male; NA=not available; GO: Goiás; MT: Mato Grosso; MS: Mato Grosso do Sul; TO: Tocantins; MA: Maranhão, PI: Piauí.  
* Isolates with mutations associated with ARV drug resistance in the protease or reverse transcriptase regions. 
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Phylogenetic analysis and recombination profiles of BC, BFC and CF 
recombinants 
 The phylogenetic analysis of these 24 BC, BFC and CF mosaics showed six clusters 

with distinct recombination profiles (Figure 2) containing 19 isolates; five isolates 

(BRGO4156, BRMT2509, BRMT3086, BRMS43 and BRPI34) did not cluster with other 

samples. The BRGO4156 and BRMT3086 isolates initially grouped into cluster #4, 

however with 67% boostrap and not sharing the same recombination profile. When 

these isolates were removed from the analysis, a boostrap >80 % was observed. The 

Cluster #1 contained five BC isolates (Goiás n=1, Mato Grosso n=1, Piauí n=3), the 

Cluster #2 had two BC isolates (Maranhão n=1, Piauí n=1). The Cluster #3 was 

composed by three BFC recombinant isolates (Goiás n=1, Mato Grosso n=2). The 

Cluster #4 contained five CRF31_BC-like isolates (Goiás n=1, Mato Grosso do Sul 

n=2, Mato Grosso n=1, Piauí n=1). The Cluster #5 contained two CRF60_BC-like 

isolates (Maranhão n=1, Mato Grosso do Sul n=1) while Cluster # 6 contained two CF 

isolates from Tocantins. 
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Figure 2: Phylogenetic tree of partial of the pol gene sequences among BC, BFC and 

CF recombinant HIV-1 isolates from Central West, North and Northeast Brazil. The 

mosaic pattern of: CRF60_BC-like, CRF31_BC-like, BC, BFC and CF isolates is 

depicted on the right and left sides. The tree was constructed using MEGA using 

neighbor-joining method and was based on Kimura´s two-parameter distances. Only 

bootstrap values > 70% were considered. For Clusters #4, high support (>80%) was 

obtained after the exclusion of BRGO4156 and BRMT3086 sequences. The subtypes 

were represented by different colors: subtype B: red, subtype C: brown and subtype F: 

blue. 
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Analysis of partial genome sequences  
The deduced mosaic structures of the BC recombinant strains were carefully compared 

and the patterns of recombination breakpoints are summarized in Figure 3. Attempts to 

amplify four HIV-1 fragments that compose the whole genome sequences of these 

recombinant isolates were only partially achieved. For twelve out of 24 BC, BFC and 

CF recombinant isolates we were able to amplify additional partial sequences (Figure 

3). For five BC recombinant isolates from Cluster #1, additional partial sequences of 

three isolates were obtained: BRGO4094 (2266-4783bp; 4953-6624bp); BRPI115 

(2263-4816bp; 7186-8455bp; 8746-9574bp) and BRMT3104 (2252-4672bp). These 

isolates were predominantly composed of subtype B, except for the 2724-3214bp 

fragment which belonged to subtype C. Among the three BFC isolates from Cluster #3, 

partial sequences were obtained: BRMT2526 (1149-9615bp); BRGO3001 (421-

5610bp; 6011-9615bp) and BRMT722 (2263-4822bp). In these sequences the subtype 

F1 corresponded to the 1131-2650bp and 3550-5051bp fragments. Among the five 

CRF31_BC-like isolates from Cluster #4, three isolates amplified partial sequences: 

BRGO4179 (421-4793bp), BRPI71 (2253-3202bp; 6009-9623bp) and BRMS03 (421-

3202bp). These isolates were mainly subtype C, except for the 220bp fragment (2996-

3216bp), which belonged to subtype B. Additional partial sequences were obtained for 

two isolates from Cluster #6: BRTO05_43 (419-4735bp; 7112-9621bp) and 

BRTO09_66 (2253-3202bp). Partial sequence of BRTO05_43 isolate showed that 

subtype C prevailed except for two small fragment F1 portions (2614-3116bp and 

3679-4055bp) (Figure 3). 
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Figure 3. Schematic representation of the partial genome sequences and breakpoint 
profiles of the BC isolates (Cluster #1), BFC isolates (Cluster # 3), CRF31_BC-like 
isolates (Cluster #4), and CF (Cluster #6) isolates identified in this study. Red, subtype 
B; brown, subtype C and blue, subtype F1. 
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DISCUSSION 
Our analyses of 828 HIV-1 isolates collected in six Brazilian States (Goiás, Mato 

Grosso, Mato Grosso do Sul, Maranhão and Piauí) showed BC and FC recombinant 

isolates with remarkable genetic diversity. In these States, “pure” subtype C was 

detected at different rates (from low to high) while “pure” subtype F1 showed low to 

moderate rates. A recent study from our group reported the identification of the new 

CRF90_BF1 and an extensive genetic variation of BF URFs circulating in these States 

(Reis et al. 2017). Overall our data point out the great diversity of HIV-1 recombination 

patterns in Brazil, including recombination events between subtype C and the major 

subtype B and between subtype C and the less prevalent subtype F1. BC, BFC and CF 

recombinants were detected in all six Brazilian States investigated. However, the 

recombination rates in these States are probably underestimated since scarce, HIV-1 

sequences are available for most States, especially Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Maranhão and Piauí. Nevertheless if recombination events were found in small sample 

size, the chances of finding these events in larger populations also increase.   

Previous studies in different subpopulation groups from our study area, located away 

from the epicenter of the epidemics in the Southeast region, have shown the 

preponderance of subtype B, ranging from 59% to 86.5%.  Subtype C and subtype F1 

infections have been detected at low to high rates (Cardoso et al. 2009; Cardoso & 

Stefani 2009; Cardoso et al. 2010; Cardoso et al. 2011; Carvalho et al. 2011; Ferreira 

et al. 2011; da Silveira et al. 2012; Alcântara et al. 2012; da Costa et al. 2013; Moura et 

al. 2015a; Moura et al. 2015b; Lima et al. 2016b).  In Brazil, the prevalence of subtype 

F1 has shown significant regional variance: 34.6% in the Northeast and 6.6% in the 

South region (Cavalcanti et al. 2012; Silveira et al. 2012; Grinberg et al 2015; Lima et 

al. 2016a; Gräf et al 2016). Studies indicate that the epicenter of the Brazilian subtype 

C epidemic is the South region, either Paraná or Rio Grande do Sul States  (Bello et al. 

2012; Delatorre et al. 2013; Gräf et al. 2015). Interestingly, our results showed that the 

proportion of “pure” subtype C decreased as the geographical area of study was further 

away from the South region. Considering the distance from Curitiba/capital of Paraná, 

the following rates of “pure” subtype C were identified: 10.2% in Campo Grande/Mato 

Grosso do Sul (distance: 999,4 km), 8.6% in Goiânia/Goiás (distance: 1285km), similar 

rates in in Palmas/Tocantins (5.8%, distance: 2129km), and in Cuiabá/Mato Grosso 

(5.4%, distance: 1701km). The lowest rates of “pure” subtype C were found in the most 

distant capitals 2.8% in Sao Luis/Maranhão (distance: 3311km) and 1.1% in 

Teresina/Piauí (distance: 3049km). Intringuily, in PI where the lowest rate of “pure” 

subtype C was detected, showed a moderate rate of BC recombinants (6.7%, 6/89). 

These results suggest that BC recombinants were probably imported from other States 
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and not generated locally. Corroborating this hypothesis, we have identified in Piauí 

one CRF31_BC-like genome, which originated in Porto Alegre, South Brazil. In our 

study sample, the prevalence of “pure” subtype F1 also showed the same trend 

decreasing northwards. So far, in Brazil the highest prevalence of subtype F1 infections 

(around 30%), has been reported in Pernambuco, Northeast region (Cavalcanti et al. 

2012; Lima et al. 2016a). Nevertheless, an increasing amount of data indicates that 

subtype F1 has disseminated in Brazil as recombinants with subtype B (Alencar et al. 

2013; da Costa et al. 2016). Overall our results confirm the dissemination of subtype C 

in inland Brazil while a limited geographic dissemination of “pure” subtype F1 was seen 

(Reis et al. 2017).  

Currently eleven different CRF_BC (CRF07, CRF08, CRF31, CRF57, CRF60, CRF61, 

CRF62, CRF64, CRF85, CRF86 and CRF88) were reported at Los Alamos, the 

majority of them originated in China, where they represent one of the most prevalent 

and characteristic variant. The first CRF07_BC was reported in China in 2000 (Su et al. 

2000; Rodenburg et al. 2001). The CRF31_BC is the first and the only CRF_BC 

reported in Brazil (Santos et al. 2006) and its description was based on three complete 

genomes from south Brazil. Remarkably, in our study, around 20.1% (5/24) of BC 

genomes identified were CRF31_BC-like. These genomes were identified in four 

Brazilian States, mostly in the Central West States, which are closer to Curitiba/South 

while just one, was from the Northeast. In our study, two CRF60_BC-like genomes 

were identified, one in Mato Grosso and one in Maranhão State. The characterization 

of CRF60_BC was based on three genome sequences from two unlinked homosexual 

males and one heterosexual female patient from Italy (Simonetti et al. 2013). The 

phylogenetic analyses of CRF60_BC indicated that part of subtype C sequences 

clustered with subtype C from South America suggesting that it originated in South 

America. This study assumption is corroborated by the homosexual tourism links 

between Brazil and Italy. In this regard, one of our CRF60_BC-like isolates was 

identified in a homosexual male patient. A previous study reported a robust subtype C 

cluster among isolates from homosexual men from Brazil and the United Kingdom (de 

Oliveira et al. 2010). Overall these results corroborate the link between CRF60_BC 

origin and homosexual Brazilian men patients.  

 

In conclusion, our results show the evolution of HIV-1 strains outside the epicenter and 

provide evidences on the pattern of genetic divergence into new strains overtime.  Our 

study indicates extensive recombination patterns of BC, BFC and CF isolates 

circulating in Central West, north and northeast Brazil. We acknowledge that the lack of 

full nor near full genome sequences of our BC and FC recombinant viruses represents 
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a limitation of our study. However, we cannot exclude the possibility that other new yet 

unidentified CRF_cpx or already identified CRF_BC may be included among these 

viruses. In general, our data contribute to the knowledge on the diversity of 

recombination patterns of HIV-1 in Brazilian regions away from the epicenter of the 

epidemics. 
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6. DISCUSSÃO 

Os resultados apresentados nesta Tese se basearam em sequências pol e em 

dados de genoma completo/quase completo/parcial de 111 (13,4%, 111/828) isolados 

recombinantes intersubtipos BF, BC, BFC e CF identificados entre 828 pacientes 

oriundos de seis estados Brasileiros: Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, 

Tocantins, Maranhão e Piauí. Apresentamos o genoma completo do HIV-1 de nove 

isolados, o genoma quase completo de oito isolados e os fragmentos parciais do genoma 

de dezessete isolados. Essas sequências pertenciam a pacientes de diversos subgrupos 

populacionais incluindo indivíduos recém-diagnosticados e virgens de tratamento, 

gestantes, presidiários e pacientes com infeção crônica em falha terapêutica, coletados 

num período de 2003-2013. Em conjunto os resultados deste estudo corroboram estudos 

realizados em outras regiões Brasileiras que apontam uma extensa variabilidade 

genética de isolados intersubtipos no país (SANTOS et al., 2007; PASSAES et al., 

2009; PESSOA et al., 2015; da COSTA et al., 2016; PESSOA et al., 2016; 

DELATORRE et al., 2017). 

O primeiro artigo reporta pela primeira vez a circulação de uma nova CRF_BF 

denominada pelo Los Alamos Laboratory, CRF90_BF1 nas regiões Centro-Oeste e 

Norte do Brasil. Esta nova CRF identificada em indivíduos sem vínculo epidemiológico 

confirma sua capacidade de causar microepidemias nos estados de Goiás, Mato Grosso 

e Tocantins. Além da ampla amostragem (828 sequências) de vários municípios de seis 

estados Brasileiros, ampliamos a busca de isolados com perfis semelhantes de 

recombinação além das regiões geográficas de estudo mediante pesquisa por BLAST 

em bancos de dados públicos. Estas buscas indicaram que algumas URFs podem ser na 

verdade CRFs, pois isolados com alto grau de similaridade foram identificados em 

outras regiões geográficas do país. A CRF90_BF1 é a nona CRF Brasileira descrita 

envolvendo os subtipos B e F1 e sua prevalência em nosso estudo foi de 1,3% (11/828). 

Análises da mediana do tempo do ancestral comum mais recente (TMRCA) estimaram que 

a CRF90_BF1 esteja circulando desde 1986, ou seja, por três a quatro décadas. Os 

pacientes desse estudo infectados pela CRF90_BF1 foram diagnosticados entre 2002-

2011. É possível que as CRFs identificadas no Brasil estejam circulando por décadas 

antes de serem identificadas, como a CRF29_BF se originou no início da epidemia 

Brasileira, mas só foi descrita vinte anos depois (De SÁ-FILHO et al., 2006; MELO et 
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al., 2012).  Apesar de não ter sido estimada o TMRCA das CRF70/71_BF, acredita-se que 

isolados apresentando o mesmo perfil de recombinação em pol estejam circulando 

desde 2002 (SANABANI et al., 2006; PESSOA et al., 2014b ).    

Além disso, nosso estudo mostra evidência, como demonstrado pelas análises de 

busca por BLAST, de que a CRF90_BF1 têm uma circulação geográfica mais ampla no 

território nacional. Além do Centro-Oeste e Tocantins, a CRF90_BF1 provavelmente 

circula também no estado de Rondônia, que faz fronteira com a Bolívia. Em geral, 

nossos dados de recombinantes BF corroboram estudos recentes realizados na região 

Norte, que mostram que a prevalência de recombinantes BF tem aumentado 

consideravelmente (da COSTA et al., 2016; Dos ANJOS SILVA et al., 2016; 

ANDRADE et al., 2017). Entretanto a prevalência real dessa CRF pode estar 

subestimada devido a escassez de dados moleculares do HIV-1 em vários estados 

Brasileiros como em Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins e Rondônia. Estes 

dados mostram que, salvo raras exceções como observada em Pernambuco, o subtipo 

F1 no Brasil se disseminou pelo território nacional majoritariamente na forma de 

recombinantes com o subtipo B e não como subtipo F1 “puro” sugerindo uma vantagem 

adaptativa/evolutiva dos recombinantes (TURK et al., 2006). De fato, apesar da 

predominância do subtipo B na maioria das regiões geográficas Brasileiras, exceto no 

Sul onde prevalece o subtipo C, estudos mostraram que a prevalência de subtipos “não 

B”, particularmente URFs_BF e URFs_BC aumentou na última década (PASSAES et 

al., 2009; SANABANI et al., 2013; PRELLWITZ et al., 2013; da COSTA et al., 2016; 

PESSOA et al., 2015; GRÄF et al., 2016). Nossos estudos mostraram uma porcentagem 

significativa de formas recombinantes de BF (4,4-29%) nas regiões Centro-Oeste, Norte 

e Nordeste (CARDOSO et al., 2009; CARDOSO & STEFANI, 2009; CARDOSO et al., 

2010; CARDOSO et al., 2011; FERREIRA et al., 2011; CARVALHO et al., 2011; 

SILVEIRA et al., 2012, ALCÂNTARA et al., 2012; da COSTA et al., 2013; MOURA 

et al., 2015a; MOURA et al., 2015b; LIMA et al., 2016b). Nossos resultados 

confirmam esta tendência de expansão de subtipos “nao B” notadamente recombinantes 

BF no país que desempenham de forma cada vez mais marcante um papel relevante na 

epidemia Brasileira de AIDS. 

As CRFs_BF Brasileiras mais recentemente descritas (CRF70_BF e CRF71_BF) 

foram identificadas entre dadores de sangue do estado de Pernambuco, região Nordeste 

(PESSOA et al., 2014b). O CRF72_BF1 foi identificado entre doadores de sangue de 
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cinco bancos de sangue públicos em Minas Gerais, região Sudeste (PESSOA et al., 

2014a). As três últimas CRFs_BF Brasileiras foram obtidas a partir do sequenciamento 

de próxima geração, uma tecnologia nova e altamente eficaz que gera informação mais 

precisa que o sequenciamento de Sanger e tem o potencial de aumentar a diversidade 

viral pois pode identificar populações virais minoritárias enquanto sequenciamento 

Sanger só identifica populações virais que representem pelo menos 20% dos vírus 

circulantes. Esse método traz uma grande economia de tempo, porém ainda continua 

cara e inacessível para centros de pesquisa menores que não possuem uma grande 

demanda na rotina. Diversos artigos foram publicados nos últimos anos por equipes 

Brasileiras empregando sequenciamento de próxima geração principalmente para 

avaliar diversidade viral em doadores de bancos de sangue Brasileiros.  

Esse grupo de pesquisa descreveu as três últimas CRFs Brasileiras, além de 

inúmeras URFs. Esses dados recentes apontam para o aumento de detecção de CRFs 

circulantes em diferentes regiões geográficas e que apresentam potencial de 

disseminação pelo país. No entanto, o número de sequências completas do genoma 

completo/quase completo de HIV-1 disponíveis ainda é limitado, especialmente as 

sequências de isolados de áreas mais afastadas do epicentro da epidemia, como nossa 

área de estudo (Centro-Oeste, Norte e Nordeste). Nossos resultados sugerem que a 

proporção real de formas recombinantes BF e outras na pandemia Brasileira 

provavelmente é subestimada. Além disso, nosso estudo reforça a necessidade de 

continuidade de estudos moleculares do HIV, preferencialmente envolvendo genoma 

completo para monitorar a evolução da diversidade viral no país. 

As CRF28_BF e CRF29_BF foram descritas no Sudeste em 2006 (Santos, 

estado de São Paulo) representam as primeiras CRFs Brasileiros e admite-se que 

tiveram sua data de origem em 1988-1989 (RISTIC et al., 2011). Entre todos os 

isolados BF identificados em nosso estudo, encontramos uma taxa moderada de 

isolados recombinantes com perfis de recombinação semelhantes a CRF28_BF e 

CRF29_BF (16,1%, 14/87). Identificamos CRF28/29_BF-like nos estados de Goiás, 

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul. Estudo realizado no estado da Bahia identificou 

taxas semelhantes as nossas de CRF28/29_BF (10-21%) (MONTEIRO-CUNHA et al., 

2011, SANTOS et al., 2011). Desta forma nossos resultados representam uma das 

maiores freqüências de CRF28/29_BF identificadas fora do estado de São Paulo, 
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confirmando o potencial de interiorização e disseminação destas CRFs em outras 

regiões distantes do Sudeste.  

O Manuscrito I caracteriza o genoma quase completo do HIV-1 de três 

URFs_BF circulantes na região Centro-Oeste e fragmentos parciais de 9 isolados de três 

estados Brasileiros (Goiás, Mato Grosso e Maranhão). Esses pacientes foram 

diagnosticados num período 2002-2013 e incluiam, pacientes virgens de tratamento 

ARV, gestantes diagnosticadas durante o pré-natal e pacientes em falha terapêutica. 

Com relação as três URFs caracterizadas, os isolados (BRGOMI744 e BRGO4056) 

eram de gestantes, diagnosticadas durante o pré-natal, ambas não haviam feito uso de 

ARV e relataram sua exposição heterossexual. O isolado BRMT1319 pertencia a um 

paciente cujo diagnóstico ocorreu em 2002, nove anos após o diagnóstico continuava 

sem usar ARV. Ele relatou exposição homossexual. As três URFs tem perfil de 

recombinação na região pol, distintas entre si, mas semelhantes com outras sequências 

do banco de dados com Los Alamos. 

Após a caracterização da primeira URF_BF no Brasil em 1998, outros estudos 

analisaram sequências do genoma completo do HIV-1 em pacientes da região Sudeste. 

Muitas sequências foram classificadas como URFs_BF em sequências originalmente 

classificadas como subtipos B ou F1. Estes estudos mostraram que a prevalência das 

URFs sempre foram subestimadas devido o sequenciamento de fragmentos menores dos 

isolados (GAO et al., 1998; THOMSON et al., 2004; DE SA FILHO et al., 2005). A 

cocirculação dos subtipos B e F1 em diversas regiões do Brasil propicia coinfecção e ou 

superinfecção promovendo a formação de recombinantes tipo URFs_BF ou CRF_BF ou 

até recombinação entre URFs e CRFs ou entre as CRFs existentes (recombinantes inter 

CRFs). Estes vírus representam formas recombinantes de segunda e terceira geração que 

por sua vez podem gerar outras variantes com fitness melhorado para influenciar a 

transmissão viral (THOMSON et al., 2002; KONINGS et al., 2006). 

Apesar das URFs representarem apenas 4% das infecções por HIV-1 em todo 

mundo, essa prevalência tem aumentado de forma significativa, devido a identificação 

de novas URFs a cada dia, esse fenômeno tem sido evidenciado no Brasil e em todo o 

mundo (FERNADEZ-GARCIA et al., 2016; OGAWA et al., 2016; LEE et al., 2016; 

XU et al., 2017). Estudos Brasileiros envolvendo o sequenciamento do genoma 

completo/quase completo também tem identificado uma alta prevalência das formas 

recombinantes, particularmente URFs_BF (BARRETO et al., 2006; SANABANI et al., 
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2006a; SANABANI et al., 2006b;  PESSOA et al., 2016). Diversas URFs descritas 

continuam se espalhando na população, dando origem a novas CRFs, especialmente no 

Brasil, onde muitas CRFs tiveram origem a partir de URFs derivadas da recombinação 

entre os subtipos B e F1 (CRF28_BF, CRF29_BF, CRF39_BF, CRF40_BF, 

CRF46_BF, CRF70_BF, CRF71_BF e CRF72_BF) ou entre os subtipos B e C 

(CRF31_BC) (SANTOS et al., 2006; SANABANI et al., 2006a; SANABANI et al., 

2006b; GUIMARAES et al., 2008; PESSOA et al.,2014a; PESSOA et al.,2014b). Estes 

dados chamam a atenção para o aumento crescente e disseminação dos CRFs e URFs 

que passam a desempenhar um papel cada vez mais importante na pandemia de HIV-1.  

Entretanto, é possível que a proporção geral de recombinantes do HIV-1 na pandemia 

global ainda esteja subestimada devido ao número ainda restrito de sequências de 

genomas completos disponíveis, especialmente em várias regiões do Brasil, pois essa 

distribuição global e regional tem se mostrado extremamente complexa e dinâmica. 

No estudo realizado por Sanabani e colaboradores em 2010 foram caracterizadas 

34 URFs_BF circulantes em SP, além da CRF46_BF. Em 2016, Pessoa e colaboradores 

ao pesquisar isolados de doadores de sangue (cidades de São Paulo, Minas Gerais, 

Pernambuco e Rio de Janeiro) descreveram outras 32 novas URFs_BF. Os dados do 

nosso estudo corroboram o crescimento exponencial de novas URFs_BF não só na 

região Sudeste e Nordeste, mas também na região Centro-Oeste e Norte, pois além de 

identificarmos a CRF90_BF1, outras sequências com o mesmo perfil de recombinação 

dessas três URFs_BF foram identificadas indicando que possam ser potenciais novas 

CRFs_BF. O sequenciamento do genoma completo dessas sequências é necessário para 

esclarecer esta hipótese. 

A caracterização da grande variabilidade das formas recombinantes BC e FC do 

HIV-1 circulantes na nossa área de estudo foi também investigada (manuscrito II). 

Outros estudos Brasileiros descreveram taxas variáveis de recombinantes BC: 8% em 

Rondônia, 1% no Amazonas e Amapá (da COSTA et al.,  2016); 2% em Santa Catarina, 

10% no Rio Grande do Sul (GRÄF et al., 2016); 6,7% no Piauí (MOURA et al., 

2015b), 1% Rio de Janeiro (PILOTTO et al.,  2013), 4,3% em Mato Grosso 

(FERREIRA et al., 2011), 8,2% em Mato Grosso do Sul (da SILVEIRA et al., 2012), 

4,4% em Goiás (LIMA et al., 2016b). Nos estados de Goiás, Mato Grosso, Mato Grosso 

do Sul, Tocantins, Maranhão e Piauí, o subtipo C "puro" foi detectado em taxas 

diferentes variando de baixa a alta. Estudos em estados na região Sul e fora dela 

indicam taxa variável de subtipo C no país: 1% no Amapá, 6% em Tocantins 
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(CARVALHO et al., 2011; da COSTA et al., 2016), 1% em Pernambuco e Piauí, 14% 

em Alagoas (Moura et al., 2015b; LIMA et al., 2016a; DELATORRE et al., 2017), 2% 

no Rio de Janeiro, 7% em Minas Gerais (PIMENTEL et al., 2013; PESSOA et al., 

2016) e 21,5% no Paraná, 44% no Rio Grande do Sul e 66% em Santa Catarina (SILVA 

et al., 2010; GRÄF et al., 2016), 5,4% em Mato Grosso (FERREIRA et al., 2011), 

10,2% em Mato Grosso do Sul (da SILVEIRA et al., 2012) e 2,1-16,6%.em Goiás 

(CARDOSO e STEFANI, 2009; ALCANTARA et al., 2012; da COSTA et al., 2013). 

Já o subtipo F1 "puro" apresentou taxa entre baixa a moderadas (da SILVEIRA et al., 

2012; GUIMARÃES et al., 2015; da COSTA et al., 2016; DELATORRE et al., 2017).  

Em geral, estudos de diferentes regiões Brasileiras tem mostrado prevalência variável de 

subtipo F “puro”: 3,4% em Manaus, 5,7% no Pará e 14% no Amapá (LOPES et al., 

2015; Dos ANJOS SILVA et al., 2016; ANDRADE et al., 2017), 9% no Rio de Janeiro, 

10% em São Paulo e 17,2% em Minas Gerais (ALENCAR et al., 2013; TUPINAMBÁS 

et al., 2013; GUIMARÃES et al., 2015). 1,9% no Maranhão, 2% no Ceará, 4% em 

Alagoas, 31,5% em Pernambuco (MOURA et al., 2015a; LIMA et al., 2016a; 

DELATORRE et al., 2017), 3,3% em Mato Grosso (FERREIRA et al., 2011), 8,2% em 

Mato Grosso do Sul (da SILVEIRA et al., 2012), 4,2-6,6% em Goiás (CARDOSO e 

STEFANI, 2009; da COSTA et al., 2013; LIMA et al.,2016b). Em geral, nossos dados 

demonstram a grande diversidade de padrões de recombinação de HIV-1 no Brasil, 

incluindo eventos de recombinação entre os subtipos C e B e entre os subtipos C e F1, 

que são menos prevalentes. As formas recombinantes BC, BFC e CF foram detectadas 

em todos seis estados Brasileiros investigados. Estudos de monitoramento da 

diversidade genetica do HIV-1 permitirão definir se nestes estados ocorrem tendência 

preferencial de disseminação de subtipos C recombinantes quando comparados com 

subtipo C puro. Alem disso estudos de monitoramento permitirão identificar o potencial 

de disseminação dos subtipos C e F1 “puros” no território Brasileiro bem como o 

potencial de geração e disseminação de recombinantes entre estes dois subtipos 

minoritários.  

   No nosso estudo o Cluster BFC foi composto de três isolados dos estados de 

Goiás (isolado BRGO3001 pertencente a uma artesã) e Mato Grosso (isolado 

BRMT2526, pertencente a um caminhoneiro e isolado BRGO722 obtido de um 

cabelereiro). Além disso, temos evidências mediante busca pelo BLAST no site de Los 

Alamos da existência de mais seis isolados todos compartilhando o mesmo perfil de 

recombinação em pol em outros estados. Estas amostras identificadas por BLAST 
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foram coletados entre 2006-2015, sendo cinco isolados do Brasil (3 do Paraná e 2 do 

Mato Grosso) e um isolado da Itália. A paciente (BRGO3001) era proveniente do estado 

do Mato Grosso e relatou que havia se mudado há pouco tempo para o estado de Goiás. 

Embora não tenhamos a data nem local de infecção e diagnóstico desta paciente, não 

podemos descartar a possibilidade de que esta provável CRF_cpx tenha sido originada 

no Mato Grosso ou Paraná. Além disso, a existência de outros isolados com perfil 

idêntico de recombinação sugere que estes isolados possam compor uma nova CRF 

ainda não identificada e que esteja circulando no território Brasileiro nos estados de 

Goiás, Mato Grosso, Paraná e na Itália. Esses dados sugerem a existência de uma nova 

CRF que de forma semelhante a CRF60_BF, esteja circulando em dois países. Somente 

a continuidade de estudos moleculares destes e outros isolados permitirão esclarecer 

esta hipótese. 

Com relação as URFs_BC Brasileiras há poucos dados disponíveis. Em 2009 

foram publicadas 4 URFs_BC provenientes de Porto Alegre (PASSAES et al., 2009), 

posteriormente outras quatro URFs_BC foram publicadas por grupo de pesquisa de São 

Paulo, sendo 2 isolados de São Paulo coletados em 2002 e 2006, um isolado de 

Pernambuco e outro do Rio de Janeiro ambas  amostras foram colhidas em 2010. Em 

nosso estudo observamos uma dificuldade maior em sequenciar isolados BC e FC do 

que isolados BF requerendo o desenho primers alternativos para as regiões do genoma 

que não conseguimos ter êxito no sequenciamento (LOS ALAMOS HIV DATABASE, 

2017). 

No Brasil, embora o subtipo B predomine na maioria dos estados Brasileiros, 

com o passar do tempo, temos observado mediante alguns estudos uma tendência de 

declínio do subtipo B junto com aumento da prevalência das formas recombinantes, 

principalmente envolvendo os subtipos B e F1 e os subtipos B e C (PESSOA et al., 

2014b, PESSOA et al., 2015, da COSTA et al., 2016) . Os estudos do nosso grupo de 

pesquisa na região Centro-Oeste mostraram prevalência do subtipo B (~71%) seguido 

de um percentual significativo e formas recombinantes BF1 (~13%) sendo que as e 

formas não-B somaram ~5% (CARDOSO et al., 2009, ALCANTARA et al., 2012, 

LIMA et al., 2016b).  No Brasil, a epidemiologia molecular do HIV-1 tem se 

caracterizado por significante taxa de recombinação entre os subtipos B e F1, em 

algumas regiões as formas recombinantes BF tem sido apresentadas como a segunda 

mais prevalente. Apesar do subtipo B “puro” ser encontrado em abundância em nosso 

país, o mesmo não acontece com o subtipo F1 que não se disseminou de modo 
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expressivo na sua forma pura. O primeiro recombinante BF foi identificado no gene env 

em 1994 entre dois indivíduos Brasileiros com vínculo epidemiológico (SABINO et al., 

1994). A partir deste relato, observa-se um crescimento da frequência dessas formas 

recombinantes BF (GUIMARAES et al., 2002). Estudos de genoma completo do HIV-1 

indicam a possibilidade de que muitos isolados originalmente classificados como 

subtipo F1, sejam na verdade formas recombinantes BF (SANABANI et al., 2010; 

PESSOA et al., 2014a). Por outro lado, discute-se também a possibilidade de que a alta 

prevalência de subtipo B possa estar superestimada, pois muitos isolados classificados 

como B “puros” podem ser na verdade recombinantes BF ou BC. Estudo que 

identificou a CRF46_BF mostrou entre 36 isolados BF, seis isolados com uma pequena 

porção recombinante (61pb) de subtipo F1 em sequências que foram anteriormente 

classificadas como subtipo B (SANABANI et al., 2010). Nosso estudo não incluiu 

análises em geração de genomas completos dos isolados classificados como B ‘puro” 

portanto, não podemos excluir a possibilidade de que as taxas deste subtipo possam 

estar superestimadas e que estes possam ser recombinantes em outras regiões do 

genoma viral.  

 Em conclusão, Nossos dados revelam o aumento crescente e disseminação dos 

CRFs e URFs que passam a desempenhar um papel cada vez mais importante na 

pandemia de HIV-1. Entretanto, é possível que a proporção geral de recombinantes do 

HIV-1 na pandemia Brasileira e global ainda esteja subestimada devido ao número 

ainda restrito de sequências de genomas completos disponíveis, especialmente de várias 

regiões do Brasil. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 
 

7. CONCLUSÕES 

    -Nas regiões Centro-Oeste, Norte e Nordeste circulam uma significativa porcentagem 

de CRFs_BFs, algumas já descritas quando comparado a circulação de  URFs BF; 

    -A CRF90_BF1, nona CRF_BF Brasileira foi descrita neste estudo e está circulando 

entre indivíduos majoritariamente heterosexuais que vivem em duas regiões do Brasil 

(Centro-Oeste e Norte);  

   -Nossos resultados trazem fortes evidências da existência de outras novas CRFs_BF 

que circulam nas regiões Centro-Oeste, Norte, Nordeste e Sul, uma vez que, em varios 

estados Brasileiros, mediante a busca por BLAST identificamos, na região pol, diversos 

isolados com perfis de recombinação idênticos aos isolados  descritos no nosso estudo;  

-Descrevemos uma alta circulação de CRF28_BF e CRF29_BF fora da região Sudeste;  

-As taxas de infecções pelos subtipos C e F1 diminuíram do Centro-Oeste em direção  

ao norte  do Brasil (de MS para PI). 

-Existe uma alta diversidade genética entre os recombinantes BC, BFC, CF 

especialmente as CRF31_BC-like e CRF60_BC-like.  
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9. ANEXOS 

Anexos 1 – Pareceres do Comitê de Ética- HDT  
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Anexos 2 - Pareceres do Comitê de Ética- HC  
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Anexo 3- Aprovação do Projeto pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 
Universitário Júlio Muller - Universidade Federal de Mato Grosso 
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Anexo 4 - Parecer do Comitê de Ética- MA e PI 
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Anexo 5 – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido  

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAÚDE PÚBLICA 
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA, PARASITOLOGIA 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. 

 

1.1 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 

 

1.2 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. 

 

1.1.1 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. 

 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO - Pacientes HIV positivos/aids,  provenientes ou com domicílio 

no estado onde faz acompanhamento clínico e laboratorial. 

 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO - Pacientes HIV positivos/aids que não morem nem sejam 

provenientes da área de estudo, pacientes HIV positivos/aids que tenham os 2 últimos resultados 

de Carga Viral indetectável ou resultados de contagens de CD4 inferiores a 200 células/uL pois 

nestes casos, as chances de recuperação do vírus nas amostras de sangue são reduzidas. 

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. 
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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 

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 as 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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Anexo 6 : Molecular Characteristics of HIV-1 Infection Among Prisoners 
from Central Western Brazil (Artigo publicado em 2011). 
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Anexo 7 : Increasing Heterosexual Transmission of HIV-1 Subtype C in 
Inland Central Western Brazil (Artigo publicado em 2013) 
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Anexo 8 : Polymorphisms in the HIV-1 gp41 env gene, natural resistance 
to enfuvirtide (T-20) and pol resistance among pregnant Brazilian women 
(Artigo publicado em 2014) 
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Anexo 9 – Low Rate of Transmitted Drug Resistance May Indicate Low 
Access to Antiretroviral Treatment in Maranhão State, Northeast Brazil 
(Artigo publicado em 2015) 
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Anexo 10- HIV-1 Transmitted Drug Resistance and Genetic Diversity 
Among Patients From Piauí State, Northeast Brazil (Artigo publicado em 
2015) 
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Anexo 11 – Incident and long-term HIV-1 infection among pregnant 
women in Brazil : Transmitted drug resistance and Mother-to-child 
transmission (Artigo publicado em 2016) 
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Anexo 12 – HIV-1 infection and pregnancy in young women in Brazil : 
socioeconomic and drug resistance profiles in a cross-sectional study 
(Artigo publicado em 2016) 

 

 


