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RESUMO 

No presente estudo foram investigadas as freqüências dos polimorfismos 

nos genes FAS e FASL em um grupo de 198 indivíduos soropositivos para o HIV-1 e 

191 indivíduos controles soronegativos, com o objetivo de avaliar a ocorrência de uma 

possível associação entre os polimorfismos nestes genes e a infecção pelo HIV-1. A 

identificação dos alelos A e G do polimorfismo -670 FAS foi realizada por meio da 

técnica de PCR, utilizando seqüências de iniciadores específicos e posterior digestão 

enzimática (RFLP) com a enzima MvaI. A identificação dos alelos A e G do 

polimorfismo -124 FASL, bem como T e delT do polimorfismo -169 FASL foi realizada 

através da técnica de ACRS, seguido de RFLP com as endonucleases de restrição FokI e 

HincII, respectivamente. As análises das freqüências alélicas e genotípicas dos 

polimorfismos analisados não mostraram qualquer diferença significativa entre 

soropositivos e soronegativos. A análise da quantificação dos linfócitos T CD4+ entre os 

portadores dos diferentes genótipos do polimorfismo -670 FAS revelou uma associação 

significativa, sugerindo que o estado de portador do alelo G, em homo ou heterozigose, 

nos indivíduos infectados pelo HIV-1 pode ser um fator de proteção à depleção destas 

células no curso da infecção pelo HIV-1. As associações entre o número de linfócitos 

TCD8+, a carga viral plasmática e os polimorfismos analisados não foram 

estatisticamente significantes. Desse modo, pode-se sugerir, que o polimorfismo -670 

do gene FAS, influencie na apoptose dos linfócitos T CD4+  no curso da infecção pelo 

HIV-1, assim, faz-se necessário estudos adicionais visando confirmar ou não esta 

associação, uma vez que a identificação desse polimorfismo pode ser, no futuro, uma 

importante ferramenta a ser utilizada no acompanhamento da infecção. 



 17

ABSTRACT 

The present study investigated the frequency of the polymorphisms in the 

FAS and FASL gene in a sample of 198 HIV-1 seropositives individuals and 191 healthy 

control individuals, in order to evaluate the occurrence of a possible association 

between the polymorphisms and HIV-1 infection. The A and G alleles identification of 

the -670 FAS polymorphism was performed through a PCR followed by restriction 

endonucleases analyses (RFLP), with the enzyme MvaI. The identification of A and G 

alleles of -124 FASL polymorphism, T and delT of the -169 FASL polymorphism was 

performed using ACRS assay, followed by RFLP with the restriction endonucleases 

FokI and HincII, respectively. The analysis of allele and genotype frequencies of 

polymorphisms examined did not show any differences between seropositives and 

seronegatives individuals. The analysis of the quantification of CD4+ T lymphocytes 

from individuals with different genotypes of -670 FAS polymorphism showed a 

significant association, suggesting that the state of carrier of the G allele in homo or 

heterozygosity in HIV-1 individuals infected may be a protection factor from depletion 

of these cells in the course of HIV-1 infection. Associations between the FAS and FASL 

genes polymorphisms and the number of CD8+ T-cells and plasma viral load were not 

statistically significant. These findings suggest that the -670 FAS gene polymorphism, 

influences the apoptosis of CD4+ T lymphocytes in the course of HIV-1 infection, thus 

it is necessary further studies to confirm or not this association since that the 

identification of this polymorphism may be in the future, an important tool to be used in 

monitoring the infection. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 O VÍRUS DA IMUNODEFICIÊNCIA HUMANA1 (HIV-1) 

O Vírus da imunodeficiência humana (HIV) foi identificado como agente 

causador da síndrome da imunodeficiência adquirida (Aids) em 1983 (Barré-Sinoussi et 

al., 1983; Gallo et al., 1984; Levy et al., 1984), sendo descrito como um vírus 

linfotrópico com afinidade preferencial para os linfócitos T CD4+ (Wei et al.,1995). 

O HIV pertence à família Retroviridae, subfamília Orthoretrovirinae, 

gênero Lentivirus. (ICTV, 2006). De acordo com as seqüências genéticas e propriedades 

sorológicas, esse vírus pode ser classificado em duas espécies: HIV-1 e HIV-2 (Coffin 

et al., 1986, Clavel et al, 1986.). 

O HIV-1 é o mais disseminado pelo mundo, sendo o principal responsável 

pela pandemia da Aids, já o HIV-2 parece ser menos patogênico e é encontrado quase 

que exclusivamente na África ocidental (Hahn et al., 2000). 

O HIV-1 é classificado em três grupos: M (main), O (outlier) e N (non-M, 

non-O), os quais podem ser subdivididos em subtipos, além de um número crescente de 

formas recombinantes circulantes (CRF). O grupo M é o responsável pela maior parte 

das infecções no mundo e pode ser dividido em nove subtipos A-D, F-H, J e K (Gürtler 

et al., 1994; Simon et al., 1998; Osmanov et al., 2002). 
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1.1.1 Biologia do HIV-1 

1.1.1.1 Morfologia do HIV-1 

O HIV-1 é uma partícula esférica que mede aproximadamente 100 nm de 

diâmetro e apresenta, externamente, um envelope composto por uma bicamada lipídica 

oriunda da membrana da célula hospedeira acrescida das glicoproteínas virais gp120 e 

gp41 (Haseltine & Wong-Staal, 1988). Internamente ao envelope encontra-se a matriz 

viral que é formada pela proteína p17. O capsídeo viral, o qual apresenta simetria 

cônica, é formado pela proteína p24 e envolve duas cópias lineares de RNA genômico 

de fita simples, polaridade positiva e, ainda, as enzimas protease, transcriptase reversa 

(TR), integrase (IN) e a proteína p7 de ligação ao RNA (Vaishnav & Wong-Staal, 

1991). No interior do capsídeo encontram-se, ainda, as proteínas necessárias à 

replicação viral: p6, Vif, Vpr e Nef (Frankel & Young, 1998; Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

Figura 1- Estrutura morfológica do HIV-1 (Adaptado de Chemistry at Wellesley 

College <http://www.wellesley.edu /Chemistry/Chem101/hiv/t-hiv.GIF>). 
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1.1.1.2 Genoma do HIV-1 

O genoma do HIV-1 é constituído por duas cópias de uma molécula de 

RNA de fita simples (ssRNA) e de polaridade positiva medindo, aproximadamente, 9,8 

kb de comprimento. É composto de nove genes, os quais são flanqueados por duas 

regiões terminais longas e repetitivas denominadas LTR (Long Terminal Repeats). Três 

genes são estruturais: GAG, POL e ENV, característicos dos retrovírus e seis são 

regulatórios: TAT, REV, VIF, VPU, VPR e NEF (Haseltine & Wong-Staal, 1988; 

Greene, 1991; Figura 2). 

 

 

Figura 2 – Esquema representativo do genoma do HIV-1 (Adaptado de Subbramanian 

& Cohen, 1994). 

 

O gene GAG codifica um precursor de 55 kDa (Pr55Gag) que, ao ser clivado 

por uma protease viral durante a maturação, origina as proteínas estruturais  que 

compõem a matriz e o capsídeo viral, P17 e P24, as proteínas mais internas do 

nucleocapsídeo, P7 e P6, e dois pequenos peptídeos, P1 e P2, cuja função parece estar 

associada com as taxas de clivagem do precursor nos sítios específicos (Wills & 

Craven, 1991; Pettit et al., 1994; Krausslich et al., 1995; Vogt, 1997; Wiegers et al., 

1998). O gene POL codifica as enzimas protease, transcriptase reversa e integrase. A 

protease cliva os polipeptídios precursores codificados pelos genes GAG e pelo próprio 
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gene POL; a transcriptase reversa, além de ser responsável pela replicação do RNA 

viral também possui ação de RNase; e a integrase é responsável pela integração do 

ácido nucléico viral ao genoma celular. O gene ENV, por sua vez, codifica uma 

poliproteína precursora de 160 kDa (gp160), a qual é clivada por proteases celulares em 

duas subunidades, originando as glicoproteínas de superfície gp120 e transmembrana 

gp41 (Frankel & Young, 1998). 

O genoma do HIV-1, diferentemente de outros retrovírus, possui ainda seis 

genes regulatórios (TAT, REV, VIF, VPU, VPR e NEF) que codificam proteínas 

auxiliares, as quais são capazes de regular a replicação e a infectividade viral 

(Subbramanian & Cohen, 1994). 

Os genes TAT e REV, codificam duas proteínas reguladoras de mesmo 

nome, que são conhecidas como fator de transativação e fator regulador de expressão 

protéica, respectivamente. Mutações nesses dois genes mostraram prejudicar, 

significativamente, o processo de replicação, indicando que ambas são essenciais para o 

processo de replicação viral in vitro (Cullen, 1992).  

Os demais genes, VIF, VPU, VPR e NEF, codificam proteínas auxiliares 

consideradas acessórias e não essenciais, pois apesar de modularem eventos da 

replicação in vitro, modulando a patogênese viral, são dispensáveis para a replicação 

viral. O gene VIF codifica uma proteína acessória cuja função esta associada à 

infectividade viral. O gene VPU, presente somente no HIV-1, é responsável pela 

codificação de uma proteína que possui a função de inibir a expressão de CD4 na célula, 

além de auxiliar em um brotamento eficiente do vírus. O gene VPR codifica um fraco 

fator de transcrição, que modula a transcrição da LTR do HIV-1. O gene NEF, por sua 

vez, codifica uma proteína que regula negativamente a expressão de CD4 e de MHC de 
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classe I na célula do hospedeiro e aumenta a infectividade viral (Willey et al., 1992; 

Cullen, 1992; Subbramanian & Cohen, 1994; Frankel & Young, 1998; Turner & 

Summers, 1999; Wang et al., 2000). 

 

1.1.1.3 Replicação do HIV-1 

O HIV-1 apresenta tropismo por células que apresentam receptores CD4 de 

superfície, como linfócitos T, monócitos, macrófagos e células do sistema nervoso, 

sendo os linfócitos T CD4+ seu principal alvo durante a infecção (Klatzmann et al., 

1984; Kowalski et al., 1987).  

A replicação do HIV-1 inicia com a ligação da partícula viral a receptores 

específicos na superfície da célula alvo. A interação com o receptor da célula alvo é 

mediada pela glicoproteína de superfície, gp120, a qual se liga ao receptor CD4 com 

alta afinidade (Lasky et al., 1987). Entretanto, apenas a interação gp120-CD4 não é 

suficiente para a entrada do HIV-1 na célula alvo, necessitando ainda da interação entre 

o vírus e moléculas co-receptoras. Um grupo de receptores de quimiocinas, pertencentes 

à família dos receptores acoplados à proteína G, atuam como co-receptores essenciais 

ao reconhecimento da célula alvo (Clapham, 1997). As duas principais classes de HIV-

1, as que apresentam tropismo por células T e as que apresentam tropismo por 

macrófagos, diferem quanto aos co-receptores envolvidos no reconhecimento viral: os 

vírus que possuem tropismo por macrófagos utilizam os co-receptores CCR5, enquanto 

que os vírus que possuem tropismo por células T necessitam dos co-receptores CXCR4 

(Berger, 1997; Chan & Kim, 1998).  

Após a adsorção à membrana celular, mediante interação com o receptor 

CD4 e o receptor de quimiocina, a gp120 sofre uma mudança conformacional que se 
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estende à proteína gp41, promovendo a fusão vírus-célula, permitindo que o capsídeo 

viral penetre na célula (Lifson et al., 1986; Lu & Kim, 1997; Jiang et al., 1999; Figura 

3), sendo que o vírus pode, ainda, penetrar na célula via endocitose mediada por 

receptores, seguida da degradação do envelope viral (Bauer et al., 1987). 

Após a penetração do vírus na célula hospedeira, ocorre o desnudamento e a 

liberação do conteúdo do nucleocapsídeo no citoplasma da célula hospedeira, o que se 

faz necessário para a etapa seguinte: a transcrição reversa, a qual é mediada pela enzima 

viral transcriptase reversa (Frankel & Young, 1998). Esta enzima viral promove a 

síntese de uma cópia de DNA de fita dupla, catalisando as reações de polimerização de 

DNA dependente de RNA e dependente de DNA, além de clivar a fita de RNA do 

híbrido RNA-DNA formado durante o processo (Vaishnav & Wong-Staal, 1991). 

 

Figura 3 - Replicação do HIV-1 (Adaptado de Sherman & Greene, 2002). 

A molécula de DNA formada é, então, transportada para o núcleo da célula 

hospedeira sob a forma de um complexo de nucleoproteínas, através da ação das 
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proteínas Vpr e Vif, as quais estão diretamente associadas ao transporte do complexo de 

pré-integração ao núcleo e ao aumento do potencial infeccioso, respectivamente (Cohen 

et al., 1996; Miller et al., 1997). Ao chegar ao núcleo, o DNA formado sofre a ação da 

enzima integrase, a qual promove a integração estável do DNA viral ao DNA da célula 

hospedeira formando o que se denomina de próvirus (Katz & Skalka, 1994). 

O genoma proviral integrado ao material genético da célula infectada inicia 

a fase tardia da replicação com a transcrição e o processamento do RNA viral. Os 

transcritos irão dar origem ao RNA genômico e à síntese de proteínas estruturais 

(Greene, 1991). 

Após a síntese do RNA viral e das proteínas virais, a próxima etapa consiste 

na montagem e no brotamento das partículas virais. Os vírus são inicialmente montados 

próximos a membrana celular na forma de partículas imaturas, compostas de um 

envelope glicoprotéico, RNA genômico e poliproteínas virais (Wainberg et al., 1988). 

Após ou durante o brotamento, fase em que o vírus adquire o envelope a 

partir da membrana da célula do hospedeiro, as partículas passam por uma modificação 

morfológica conhecida como maturação, que consiste na clivagem das poliproteínas 

pela enzima viral protease, produzindo enzimas e proteínas do capsídeo viral, de modo 

que a partícula viral toma a forma característica tornando-se infecciosa (Greene, 1991; 

Kapplan et al., 1994). 
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1.1.2 Epidemiologia da infecção pelo HIV 

1.1.2.1 Distribuição geográfica 

Nas últimas décadas, a infecção pelo HIV tem sido um dos problemas de 

saúde mais importante no mundo, sendo considerado um desafio à saúde pública. 

Segundo o último relatório da UNAIDS (Joint United Nations Programme 

on HIV/AIDS) e da OMS (Organização Mundial de Saúde), o HIV já infecta cerca de 

33,2 milhões de pessoas em todo o mundo, acometendo aproximadamente 15,4 milhões 

mulheres e 17,8 homens, com 2,5 milhões de novas infecções em 2007 e 2,1 milhões de 

morte neste mesmo ano (UNAIDS/WHO, 2007; Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Distribuição geográfica da prevalência do HIV (Adaptado de 

UNAIDS/WHO, 2007). 

 

O número de infectados diminuiu 16% em relação à estimativa publicada 

em 2006 (39,5 milhões), o que tem sido explicado ser, provavelmente, devido a uma 
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atualização dos dados estimados para os casos da Índia e da África subsaariana 

(UNAIDS/WHO, 2006; 2007). 

A região mais afetada continua sendo a África subsaariana com 22,5 

milhões de infectados. Nesta região 68% dos adultos e 90% das crianças são infectadas 

pelo vírus, sendo a Aids a principal causa de morte na região, responsável por 76% dos 

casos (UNAIDS/WHO, 2007). 

No Brasil, desde 1980 até junho de 2008, já foram notificados 506.499 

casos e, apesar da redução da mortalidade devido à introdução da política de acesso 

universal ao tratamento antiretroviral, o impacto da Aids ainda é grande, com mais de 

205.409 óbitos notificados até 2007, e com mais de 13 mil casos novos ocorrendo no 

primeiro semestre de 2007 (Boletim Epidemiológico Aids e DST, 2008). 

Segundo o último Boletim Epidemiológico de Aids e DST, dos casos 

notificados até junho de 2008, 60% (305.725 casos) se concentra na região Sudeste, 

19% (95.552 casos) na região Sul, 12% (58.348 casos) no Nordeste, 6% (28.719 casos) 

no Centro-Oeste e 4% (18.155 casos) no Norte (Boletim Epidemiológico Aids e DST, 

2008). 

 

1.1.2.2  Transmissão do HIV-1 

Estudos epidemiológicos demonstraram que a maioria das infecções 

causadas pelo HIV-1 ocorreu por meio da transmissão sexual, pois o vírus pode ser 

encontrado no sêmen, tanto na forma livre, como associado à célula (Kashuba et al., 

1999; Delwart et al., 2000; Pao et al., 2005). Além da transmissão sexual existem outras 

categorias de exposição, as quais incluem a via sangüínea (através do compartilhamento 

de seringas e agulhas por usuários de drogas injetáveis (UDI), transfusões sangüíneas e 
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hemoderivados) e a via materno-infantil, na qual ocorre a transmissão da infecção da 

mãe para a criança durante a gestação, no momento do parto ou durante o aleitamento 

materno (CDC, 1999). O HIV-1 também pode ser adquirido por profissionais de saúde 

em caso de acidentes com materiais perfuro-cortantes contaminados com sangue ou, 

ainda, pelo contato com secreções de pacientes portadores do vírus (Machado et al., 

1992). 

Entre as categorias de exposição, a via que continua a crescer em 

importância é a sexual, principalmente na relação heterossexual, a qual tem contribuído 

para a feminização da epidemia e, conseqüentemente, contribuído para o aumento da 

transmissão vertical (Galvão et al., 2004), a qual pode ocorrer de três maneiras distintas: 

intra-útero, no decorrer do nascimento e no pós-parto, neste caso por meio do 

aleitamento materno.  Além desses fatores, a infecção avançada é, também, um fator de 

risco, pois taxas elevadas de transmissão são encontradas entre mães com baixos níveis 

de linfócitos T CD4+ ou com sintomas da doença (Bryson, 1996; Orloff et al., 1996; 

Dabis et al., 2000). 

Em relação à transmissão pela via sangüínea, esta ocorre, principalmente, 

através de instrumentos contaminados entre UDI, o que foi demonstrado em vários 

estudos descritos na literatura (Bobkov et al., 2004; Teixeira et al., 2004). Por outro 

lado, a implantação de testes sorológicos de triagem nos hemocentros contribuiu de 

forma significativa para a queda da transmissão do HIV-1 pela via sangüínea, quando 

comparado ao início da epidemia, entretanto devido à existência do período de janela 

imunológica, o risco, ainda que pequeno, existe (Salles et al., 2003; Phelps et al., 2004; 

Gonçalves et al., 2006). 
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1.1.3 Patogênese da infecção pelo HIV-1 

As interações entre o HIV-1 e o hospedeiro humano são bastante 

complexas, conforme evidenciado pela grande variabilidade na taxa de progressão da 

doença observada em pacientes infectados (Liu et al., 1997). A infecção pelo HIV-1 

deprime o sistema imunológico na medida em que infecta e destrói os linfócitos T 

CD4+, os quais normalmente coordenam a resposta imune, além do aumento dos 

linfócitos T CD8+, diminuindo a relação CD4+/CD8+ (Pantaleo & Fauci, 1996). 

As manifestações clínicas da infecção variam desde um estado de portador 

assintomático até o desenvolvimento de doenças oportunistas graves e potencialmente 

letais, com a Aids como o estágio mais avançado da doença, e podem variar de acordo 

com diversos fatores, como idade, sexo, genética do hospedeiro, histórico de 

tratamento, entre outros (Cao et al., 1995; Chaisson et al., 2000; Paranjape, 2005). 

A manifestação inicial da infecção pelo HIV-1 em metade a dois terços dos 

indivíduos recentemente infectados é caracterizada como uma síndrome semelhante à 

mononucleose infecciosa, chamada de síndrome retroviral aguda, descrita por Cooper e 

colaboradores em 1985. Os sintomas mais freqüentes são febre, sudorese, mal estar, 

mialgias, anorexia, náuseas, diarréia e faringite não exsudativa, além de cefaléia, 

fotofobia, meningismo e exantema maculopapular (Ho et al., 1985; Niu et al., 1993). 

Sintomas neurológicos ocorrem em uma minoria e podem incluir meningite asséptica, 

encefalite, neuropatia periférica e uma polineuropatia aguda ascendente, conhecida 

como Síndrome de Guillain-Barré (Carne et al., 1985; Hagberg et al., 1986 ; Elder et 

al., 1986; Denning et al., 1987). Úlceras aftosas orais ou esofágicas podem ocorrer em 

alguns casos (Fusade et al., 1992; Ruiz-Laiglesia et al., 1996). 
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Após a infecção primária, o paciente infectado pode permanecer 

assintomático por vários anos. Também pode apresentar sintomas pouco específicos 

como linfadenopatia generalizada persistente, fadiga, febre baixa, sudorese noturna, 

diarréia intermitente e perda de peso (Chaisson et al., 2000) Outras formas de 

apresentação se devem a processos imunologicamente mediados, resultantes da resposta 

do hospedeiro à infecção viral crônica, como linfadenopatia, trombocitopenia, 

polineuropatias, miopatias e complexo Aids-demência (Navia et al., 1986a; 1986b; 

Kurtzberg et al., 1987; Fuller et al., 1993). Conforme já mencionado, pode haver uma 

variação considerável no tempo de progressão da doença, com alguns indivíduos 

progredindo em menos de dois anos, enquanto outros, chamados de progressores lentos 

(long-term non-progressors), podem permanecer assintomáticos e sem alterações 

imunológicas por muitos anos, com pelo menos oito anos de infecção sem nenhuma 

alteração imunológica (Cao et al., 1985; Phair et al., 1992; Sheppard et al., 1993). Após 

um período variável de tempo, a maior parte dos pacientes começa a apresentar sinais e 

sintomas clínicos de imunodeficiência, com manifestações variadas, sendo a maioria 

delas relacionada às infecções oportunistas que acometem o paciente, além de 

neoplasias (Chaisson et al., 2000). 

A progressão à Aids, em pacientes infectados pelo HIV-1, parece estar 

diretamente relacionada à diminuição na contagem de células T CD4+ e à carga viral no 

plasma e nos tecidos linfóides (Graziosi et al., 1998). Embora diversos fatores estejam 

relacionados à variabilidade na taxa de progressão da doença, a ativação do sistema 

imunológico é provavelmente o fator determinante mais importante (Bentwich et al., 

2000), pois além de facilitar a replicação viral, alterar o perfil da produção de citocinas 

e afetar o ciclo celular, é também associada com vários graus de disfunção imune, como 
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deficiência na resposta imunológica e apoptose, os quais aceleram à progressão da 

doença e diminuem a sobrevida do paciente (Bentwich et al., 1998; Fahey, 1998; Srebel 

& Bour, 1999; Gougeon & Montagnier, 1999; Hazenberg et al., 2000). 

 

1.1.4 Resposta imune à infecção pelo HIV-1 

Apesar de a primeira linha de defesa instalada em um processo infeccioso 

ser os mecanismos da imunidade inata, o controle da infecção pelo HIV-1, através da 

diminuição da carga viral plasmática e dos sintomas clínicos, é alcançado com maior 

eficácia com a instalação da resposta imune específica celular e humoral, mediada 

principalmente pelos linfócitos T CD8+ e pela produção de anticorpos anti-HIV, 

respectivamente (Vergis & Mellors, 2000). 

 

1.1.4.1 Resposta humoral 

A infecção pelo HIV-1 estimula uma intensa produção de anticorpos contra 

a maioria das proteínas estruturais e regulatórias do vírus. O momento desta produção a 

partir da infecção ainda é muito discutido e parece ser particular de cada organismo, 

mas é provável que em poucos dias após a infecção já seja iniciada a produção de 

anticorpos anti-HIV, embora sejam detectados nos testes sorológicos de rotina a partir 

de aproximadamente seis a oito semanas de infecção. (Pellegrin et al., 1996; Richman et 

al., 2003; Aasa-Chapman et al., 2004). Entretanto, somente uma fração destes 

anticorpos, mais particularmente o produzidos contra a gp41 e contra o domínio 

variável V3 que permite a ligação ao receptor CD4 da glicoproteína de superfície 

gp120, possuem atividade de neutralização (Wyatt & Sodroski, 1998; Parren et al., 

1999). 
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Enquanto a neutralização é freqüentemente considerada a maneira mais 

eficiente de defesa mediada por anticorpo contra infecções virais, tem sido observado, 

em outras doenças virais, que os anticorpos não neutralizantes podem ter um papel 

importante na eliminação do vírus e das células infectadas através das ações do sistema 

complemento, da fagocitose e das células natural killer (Figura 5), entretanto na 

infecção pelo HIV-1 o impacto destas funções imunes mediada por anticorpos não 

neutralizantes ainda não está bem esclarecido (Sinclair et al., 1988; Kohl et al., 1990; 

Blue et al., 2004; Logvinoff et al., 2004; Hangartner et al., 2006). 

Figura 5 – Resposta de anticorpos no combate à infecção pelo HIV-1: (a) Neutralização 

da partícula livre pelo anticorpo; (b) Lise pela ativação do sistema complemento 

mediada por anticorpos; (c) opsonização das partículas virais e fagocitose; (d) 
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Citotoxicidade celular dependente de anticorpo (ADCC) contra células infectadas 

(Huber & Trkola, 2007). 

Na infecção pelo HIV-1 tem sido observado que a produção de anticorpos 

neutralizantes é muito escassa e rapidamente se observa o desenvolvimento de um 

mecanismo de escape viral contra os mesmos (Richman et al., 2003). Isto se deve ao 

fato de que as regiões imunogênicas das glicoproteínas são altamente variáveis e 

induzem a síntese de anticorpos sensíveis ao escape viral, devido às mutações nos 

epítopos reconhecidos. E, além disso, os epítopos de interação com o receptor CD4, que 

são muito mais conservados e que seriam capazes de induzir a produção de anticorpos 

neutralizantes de amplo espectro, só se expõem quando a proteína muda sua 

conformação ao se ligar ao receptor CD4, portanto após a infecção (Kwong et al., 2002; 

Wei et al., 2003).  

Por outro lado, nos modelos de imunização desenvolvidos até o momento 

não se obteve, de forma significativa, níveis elevados de anticorpos neutralizantes, e sua 

presença não esteve associada à proteção da infecção (Robinson et al., 1999). Estes 

dados reforçam a dúvida de muitos pesquisadores em relação ao papel da resposta 

imune humoral no controle da infecção pelo HIV-1, dificultando assim o 

desenvolvimento de uma vacina (Burton et al., 2004). 

 

1.1.4.2 Resposta celular 

Na infecção pelo HIV-1 é desenvolvida uma resposta celular antiviral que 

envolve diversas populações celulares, incluindo linfócitos T auxiliares CD4+, linfócitos 

T citotóxicos CD8+ (CTL) e células natural killer (NK). Entretanto a maioria dos 

trabalhos sugere que a resposta mediada por linfócitos T CD4+ e CD8+ representam, 
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provavelmente, o mecanismo mais importante de proteção à infecção pelo HIV-1 

(Rosenberg et al., 1997; 2000; McMichael & Rowland-Jones, 2001; Alcamí, 2004). 

Em relação aos linfócitos T CD4+, estes, possuem um importante papel na 

resposta imune específica contra o HIV-1, pois são responsáveis por desencadear uma 

resposta imunológica mediada por linfócitos B e CTL, além de uma resposta antiviral 

peculiar (Rosenberg et al., 1997) 

Sem dúvida a resposta mais importante no combate à infecção pelo HIV-1 é 

mediada pelos linfócitos T CD8+. O estudo da resposta citotóxica in vitro mediada pelos 

CTL tem demonstrado que nos pacientes soropositivos existe uma expansão clonal de 

linfócitos T CD8+ com atividade citotóxica, e este tipo de resposta é particularmente 

mais intensa na infecção aguda, e está associada com o controle da replicação viral 

(Rosenberg et al., 2000; Varela-Rohena et al., 2008; Bangham, 2009).  

A resposta mediada pelos CTL desenvolvida após a exposição ao HIV-1 

pode controlar a infecção de duas maneiras, ou através de sua atividade citotóxica 

destruindo as células infectadas, ou por meio da supressão da replicação viral, neste 

caso sem destruir as células infectadas (Walker  et al., 1986; Walker & Plata, 1990).  

No contexto da citotoxicidade mediada por linfócitos T CD8+ em células 

infectadas pelo HIV-1, a via apoptótica desencadeada por interação do receptor FAS 

com seu ligante FASL parece estar diretamente envolvida, uma vez que os CTL são 

altamente indutores da apoptose mediada pela via FAS/FASL, o que leva a hipótese de 

que os linfócitos T CD8+ podem eliminar células infectadas pelo HIV-1 através da 

interação do receptor FAS, presente nas células CD4+ infectadas, com o ligante FASL, 

freqüentemente presente nas células T CD8+, em particular na infecção  pelo HIV-1 



 34

(Alderson et al., 1995; Boise et al., 1995; Katsikis et al., 1995; Sloand et al., 1997; 

Petrovas et al., 2004). 

 Os epítopos virais antigênicos responsáveis por desencadear uma resposta 

mediada por linfócito T citotóxico CD8+ estão, principalmente, localizados nos 

peptídeos codificados pelos genes GAG, POL, ENV e NEF (Johnson & Walker, 1994), e 

falhas no controle da replicação viral por células T CD8+ podem ocorrer por diversos 

mecanismos, incluindo mutações virais nestes peptídeos, dificultando o reconhecimento 

pelo CTL (Borrow et al., 1997; Lieberman et al., 2001). Estes epítopos alterados podem 

levar a proliferação de CTL sem desenvolver os mecanismos efetores que induzem a 

citólise e, como conseqüência, ocorrerá acúmulo de células T CD8+ de memória que 

não se diferenciarão em células efetoras e, portanto, não haverá citólise das células 

infectadas, contribuindo para o estado crônico de replicação do HIV-1 (McMichael & 

Rowland-Jones, 2001). 

 

1.1.5 Mecanismos de depleção dos linfócitos T CD4+ 

A destruição dos linfócitos T CD4+, sem dúvida, representa o mecanismo 

mais característico da infecção pelo HIV-1 (McCune, 2001). Inicialmente se acreditava 

que esta destruição era somente uma conseqüência direta da replicação viral e do 

conseguinte efeito citopático nas células infectadas (Ho et al., 1995), entretanto outros 

mecanismo indiretos de destruição têm sido descritos associados ao processo de 

imunossupressão que ocorre durante o curso da infecção. 

Um mecanismo indireto associado à imunossupressão se deve a mecanismos 

imunológicos, uma vez que os linfócitos T CD4+ infectados se tornam alvos do sistema 

imune, pois ao expressar peptídeos virais associados às moléculas do complexo de 
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histocompatibilidade principal de classe I (MHC-I) são suscetíveis ao reconhecimento e 

destruição por linfócitos T citotóxicos (McMichael & Rowland-Jones, 2001), além 

disso, em modelos experimentais tem sido demonstrado que a infusão de linfócitos T 

CD8+ ativados origina uma diminuição no número de linfócitos T CD4+ infectados 

(Brodie et al., 1995). 

Outros mecanismos têm sido ainda associados ao processo de depleção dos 

linfócitos T CD4+, tais como bloqueio da ativação e diferenciação dos linfócitos T 

CD4+, alteração na redistribuição linfocitária com um aumento do recrutamento dos 

linfóctios para os gânglios linfáticos (McCune, 2001), hiperativação do sistema 

imunológico (Bentwich et al., 1998; 2000), predomínio de cepas X4 indutoras de 

sincício (Schellekens et al., 1992; Schuitemaker et al., 1992; Connor et al., 1993; 1997; 

Casper et al., 2002) e apoptose (Badley et al., 2000).   

Apesar de existir uma importante polêmica sobre o papel de cada um destes 

mecanismos na imunossupressão e ser difícil determinar o impacto real destes in vivo, 

provavelmente todos desempenham uma determinada função na diminuição dos 

linfócitos T CD4+, a qual é a característica mais importante da infecção pelo HIV-1, 

responsável pelo quadro de imunodeficiência caracterizado por diversas manifestações 

clínicas. Ademais, dentre estes mecanismos, tem se demonstrado uma importância 

significativa para a apoptose promovida pelas células T citotóxicas no mecanismo de 

depleção dos linfócitos T CD4+ característico da infecção pelo HIV-1 (Ameisen & 

Capron, 1991; Badley et al., 2000; Roshal et al., 2001; Chaves & Kallas, 2004). 
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1.2 APOPTOSE 

O termo apoptose foi utilizado pela primeira vez por Kerr, Wyllie e Currie 

em 1972 para designar uma forma distinta de morte celular que ocorre de maneira 

fisiológica (Kerr et al., 1972). 

A apoptose, processo fisiológico de morte celular programada, desempenha 

um papel relevante na homeostase de diferentes tecidos. Esse processo é caracterizado 

por diversas alterações morfológicas e bioquímicas das células e é de crucial 

importância para o desenvolvimento embrionário, maturação do sistema imune, defesa 

contra infecções virais e eliminação de tumores (Wyllie et al., 1980; Hale et al., 1996; 

Green, 2003). 

Trata-se de um processo de morte ativa das células íntegras, sem 

comprometimento das células vizinhas, e pode ser comparada metaforicamente a um 

“suicídio celular”. As células que iniciam esse processo apresentam várias alterações 

típicas nas quais se incluem a condensação da cromatina, degradação 

internucleossômica do DNA, destruição do citosqueleto, alterações na assimetria de 

fosfolipídeos de membrana plasmática com exposição da fosfatidilserina, diminuição do 

volume citoplasmático, entre outras. As organelas citoplasmáticas permanecem intactas 

e, em resposta à contração do volume citoplasmático, a membrana celular forma 

vesículas denominadas corpúsculos apoptóticos, os quais contêm fragmentos do núcleo 

e algumas organelas. Estes corpúsculos ou corpos apoptóticos são rapidamente 

reconhecidos e englobados por fagócitos e/ou células adjacentes, e degradados pelos 

lisossomos (Morgan, 2002; Elmore, 2007). 
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Este tipo de morte celular difere da necrose, um processo passivo de morte 

celular na qual a célula aumenta seu volume citoplasmático ocorrendo perda da 

integridade da membrana e, conseqüentemente, ocorre liberação dos conteúdos 

celulares enzimaticamente degradados no tecido circunvizinho, resultando em reação 

inflamatória (Trump et al., 1997). Na apoptose não há reação inflamatória devido não 

ocorrer a liberação dos constituintes celulares aos tecidos adjacentes, já que os 

corpúsculos apoptóticos são rapidamente fagocitados por macrófagos ou células 

vizinhas (Savill & Fadok, 2000; Kurosaka et al., 2003; Figura 6). Vale ressaltar ainda, 

que a morte celular por necrose é essencialmente patológica, enquanto a apoptótica 

pode ser desencadeada por estímulos fisiológicos e/ou patológicos. 

Figura 6 - Representação esquemática das diferentes alterações morfológicas nos 

processos de morte celular necrose e apoptose (Adaptado de Anazetti & Melo, 2007). 
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1.2.1 Mecanismos de apoptose 

Os mecanismos de apoptose são altamente complexos e sofisticados, 

envolvendo uma cascata de eventos moleculares dependente de energia (Elmore, 2007). 

O processo de apoptose pode ser iniciado por estímulos externos, através da 

ativação de receptores específicos presentes na superfície celular, denominados 

receptores de morte, ou pelo estresse intracelular, caracterizando as principais vias de 

ativação, extrínseca ou via receptor de morte e intrínseca ou mitocondrial, 

respectivamente (Thorburn, 2004; Schwarz et al., 2007). 

Ambas as vias culminam para a ativação de proteases conhecidas como 

caspases, as quais são responsáveis por uma cascata de eventos que levam ao 

aparecimento das alterações celulares características comuns a todas as células em 

apoptose e a ação destas proteases culmina em uma via efetora comum independente da 

via estimulante (Nunez et al., 1997; Thornberry, 1998). 

As caspases foram identificadas a partir do conhecimento dos genes ced-3 e 

ced-4 do Caenorhabditis elegans, os quais são essenciais para a execução do processo 

de morte celular neste nematóide (Yuan & Horvitz, 1992; Yuan et al., 1993). A 

clonagem do gene ced-3, o qual codifica uma protease homóloga à enzima conversora 

de interleucina 1-β (ICE) de mamíferos, permitiu a identificação das caspases como 

uma grande família de proteases cisteínicas essenciais ao processo de morte celular 

(Alnemri et al., 1996). 

Estas proteases cisteínicas são sintetizadas no interior das células como 

precursores inativos, denominados pró-caspases e requerem um processamento para 

atingir a forma ativa. Cada pró-caspase possui um domínio amino-terminal de tamanho 

variável, também conhecido como pró-domínio, uma subunidade grande e uma 
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subunidade pequena (Nicholson & Thornberry, 1997). O processamento envolve a 

remoção do pró-domínio e a junção das subunidades grande e pequena formando um 

heterodímero, posteriormente dois destes heterodímeros se associam originando uma 

caspase ativa (Launay et al., 2005). Uma vez ativada, a maioria das caspases tem a 

habilidade de catalisar a ativação de múltiplos outros membros dessa família, resultando 

em amplificação da cascata proteolítica (Rosen & Casciola-Rosen, 1997). 

Até o momento quinze membros desta família já foram clonadas e 

caracterizadas, e muitas estão associadas ao processo de apoptose e inflamação.  Entre 

as relacionadas ao processo de apoptose, podem ser classificadas em caspases 

iniciadoras e caspases executoras, baseada na diversidade entre os pró-domínios. As 

iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e 10) possuem pró-domínio longo e agem como 

reguladores e iniciadores do processo de apoptose. As executoras (caspases 3, 6 e 7) 

possuem pró-domínio curto e agem como efetores da fragmentação nuclear, 

relacionadas à execução propriamente dita do processo de apoptose (Cohen et al., 1997; 

Fan et al., 2005; Chowdhury et al., 2008). 

Conforme foi dito anteriormente duas principais vias de ativação das 

caspases desencadeiam a morte celular apoptótica, denominadas via intrínseca ou 

mitocondrial e extrínseca ou via receptor de morte (Figura 7). 

A via intrínseca ou mitocondrial é iniciada devido sinais de estresse 

intracelular que resultem em disfunção mitocondrial, como lesão do DNA, alterações 

nas vias metabólicas (aumento do cálcio intracelular, redução do pH, estresse 

oxidativo), drogas, toxinas ou privação dos fatores de crescimento. Na presença destes 

sinais ocorre a translocação de proteínas pró-apoptóticas do citosol para a mitocôndria 

(Saelens et al., 2004). Essas proteínas são membros da família de proteínas BCL-2, a 
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qual exerce importante função reguladora da apoptose, composta por membros pró-

apoptóticos (BAX, BKA, BAD, BID, BIK, BCL-XS, etc.) e anti-apoptóticos (BCL-2, 

BCL-XL, BCL-W, MCL-1) (Gross et al., 1999). 

A translocação das proteínas pró-apoptóticas para a mitocôndria resulta na 

liberação do citocromo-c, presente no espaço existente entre a membrana mitocondrial 

externa e interna, para o citosol, aonde irá se associar às proteínas apaf-1 (fator de 

ativação de protease apoptótica-1) e pró-caspase 9, formando o apoptossomo 

(Chinnaiyan, 1999; Hill et al., 2004). Na presença de ATP ocorre a ativação da caspase 

9, a qual desencadeia a ativação das pró-caspases executoras 3 e 7 promovendo o 

processo de apoptose (Slee et al., 2001; Figura 7). 

 

Figura 7 - Indução da apoptose por estímulos internos - via mitocondrial ou intrínseca 

(Adaptado de  BioAgency Biotecnologia Ltda. <http://www.bioagency.com.br 

/catalogos/09_apoptose_ 2004.pdf>).  
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Em relação à via extrínseca o desenvolvimento do processo de apoptose 

envolve interações mediadas por receptores transmembrana. Tais receptores, 

conhecidos como receptores de morte, são membros da superfamília dos receptores de 

fator de necrose tumoral (TNF) (Locksley et al., 2001). Os membros desta superfamília 

de receptores TNF compartilham domínios extracelulares ricos em cisteína e possuem 

um domínio citoplasmático denominado de domínio de morte, o qual possui um 

importante papel na transdução do sinal de morte para o meio intracelular (Ashkenazi & 

Dixit, 1998). Os ligantes mais caracterizados neste contexto e os seus respectivos 

receptores de morte incluem FASL/FAS, TNF-α/TNFR1, Apo3L/DR3, Apo2L/ DR4 e 

Apo2L/DR5 (Chicheportiche et al., 1997; Ashkenazi & Dixit, 1998; Peter & Kramer, 

1998; Suliman et al., 2001, Elmore, 2007). 

A seqüência de eventos que definem a via extrínseca da apoptose é melhor 

caracterizada com os modelos de interação entre FASL/FAS e TNF-α/TNFR1. Nestes 

modelos ocorre o acoplamento do ligante com o seu respectivo receptor, estes formam 

agregados que, na forma de trímeros, ligam-se ao domínio de morte de proteínas 

adaptadoras presentes no citosol que são recrutadas após a associação entre ligante e 

receptor. O acoplamento de FASL/FAS resulta na ligação do domínio de morte da 

proteína FADD (domínio de morte associado ao FAS) ao receptor FAS, enquanto a 

associação entre o ligante de TNF e seu receptor leva a ligação deste com o domínio de 

morte da proteína adaptadora TRADD (domínio de morte associado ao receptor TNF), 

além do recrutamento das proteínas FADD e RIP (proteína de interação com receptores) 

(Hsu et al., 1995; Grimm et al., 1996; Wajant, 2002). A proteína adaptadora FADD 

associa-se então com a pró-caspase 8 através da dimerização do domínio efetor de 

morte, formando um complexo de sinalização indutor de morte (DISC), o que promove 
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a ativação da enzima iniciadora caspase 8, que por sua vez ativa a enzima efetora 

caspase 3 (Kischkel et al., 1995; Salvesen, 1999; Budihardjo et al., 1999; Figura 8).  

 

 

Figura 8 - Indução da apoptose por estímulos externos – Via receptor de morte ou 

extrínseca (Adaptado de Fan et al., 2005). 

 

A caspase 8, ativada via receptor de morte, pode, também, ativar a caspase 3 

através da proteína BID, que por sua vez, é translocada à superfície da mitocôndria e 

interage seqüencialmente com as proteínas externas da membrana mitocondrial. Como 

resultado, tem-se a formação de poros que permitem a liberação do citocromo-c e a 

ativação da enzima iniciadora caspase 9, que por sua vez ativa a caspase executora 3, 

conforme ocorre quando iniciado pela via mitocondrial (Kuwana et al., 2002). 

A atividade da caspase 3 tem como conseqüência a degradação de proteínas 

celulares e reguladores da apoptose, assim como a decomposição do DNA 
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cromossômico (WOO et al., 1998). Conseqüentemente com a ativação da caspase 3, 

que conforme descrito pode ser via mitocondrial ou via receptores de morte, a célula 

passa a apresentar alterações bioquímicas e morfológicas característicos da apoptose, 

sendo portanto a via final comum de ambos modelos de estimulação do processo 

(Nunez et al., 1998). 

 

1.2.2 Apoptose na infecção pelo HIV-1 

O processo de morte celular programada faz parte de diversos processos 

fisiológicos do organismo, entretanto a execução fisiologicamente anormal da apoptose 

pode estar associada a diversas patologias, uma vez que tanto a exacerbação quanto a 

diminuição deste processo de morte celular podem promover conseqüências biológicas 

adversas (Elmore, 2007). 

Se a alteração conduzir à diminuição da morte celular programada, ocorrerá 

apoptose insuficiente, característico de doenças como câncer, doenças auto-imunes e 

algumas infecções virais. Por outro lado, se houver indução da morte celular 

programada ocorre apoptose excessiva ou aumentada, como observado em doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, lesões isquêmicas, hepatites virais, 

lesões hepáticas associadas ao álcool e induzidas por toxinas, sendo bastante 

característico na infecção pelo HIV-1, principalmente no quadro de Aids (Badley et al., 

2000; Renehan et al., 2001; Gougeon, 2003). 

A infecção pelo HIV-1 é caracterizada pela diminuição dos linfócitos T 

CD4+ e o processo de apoptose tem sido estudado com maior ênfase desde que foi 

proposto como um importante responsável por este mecanismo (Ameisen & Capron, 

1991; Badley et al., 2000; Cossarizza, 2008). 
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Nos linfonodos de indivíduos infectados, o número de células CD4+ em 

apoptose é significativamente maior do que em indivíduos não-infectados (Muro-Cacho 

et al,1995). Além disso, a taxa de apoptose é bem maior nas células infectadas por vírus 

indutores de sincícios, portanto em linfócitos T CD4+, desta maneira os macrófagos 

desempenham um papel central na patogênse da infecção pelo HIV-1, funcionando 

como um reservatório viral, por sua capacidade de resistir aos processos apoptóticos, 

podendo manter-se infectados por um período relativamente longo (Embretson et al, 

1993; Pantaleo et al, 1993; Aquaro et al, 2002).  

A replicação do HIV-1 em macrófagos pode ser influenciada por um 

conjunto de fatores, entre eles a fagocitose de células apoptóticas, como acontece no 

linfonodo de pacientes infectados pelo HIV-1, onde as celulas apoptoticas podem ser 

fagocitadas por macrófagos infectados (Embretson et al., 1993; Pantaleo et al., 1993; 

Muro-Cacho et al.,  1995; Gregory, 2000). Visto que a fagocitose de células apoptóticas 

altera a secreção de várias citocinas por macrófagos, as quais podem influenciar a 

replicação do HIV (Fauci, 1996), foi observado que a exposição de macrófagos 

infectados a células apoptóticas, in vitro, amplificou de maneira significativa a 

replicação do HIV-1 (Lima et al, 2002). Assim a apoptose na infeccao pelo HIV-1, além 

de estar diretamente relacionada com a a depleção dos linfócitos T CD4+, parece estar 

associada indiretamente ao aumento da replicação viral. 

Várias proteínas virais tem sido estudadas no contexto de indução da 

apoptose, tais como NEF, VPR e TAT, por exemplo (Westendorp et al., 1995; Jacotot et 

al., 2000; Geleziunas et al., 2001). A via apoptótica mais importante neste contexto é a 

via receptor de morte, mas particularmente através da ativação de receptores FAS por 

meio da interação FAS/FASL, que induzem apoptose tanto em células infectadas quanto 
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não infectadas (Nagata, 1999; Cossarizza et al., 2000; Mueller et al., 2001; Alimonti et 

al., 2003). 

 

1.3 O RECEPTOR APOPTÓTICO FAS E SEU LIGANTE FASL 

1.3.1 Histórico 

No final da década de 80, dois estudos independentes isolaram anticorpos 

que possuíam ação citolítica frente às diversas linhagens celulares humanas e 

reconheciam proteínas que foram denominadas FAS e APO-1. Nestes estudos a proteína 

FAS foi reconhecida por IgM, enquanto a APO-1 foi reconhecida por anticorpos da sub-

classe IgG3  (Yonehara et al., 1989; Trauth et al., 1989). 

Dois anos depois, a partir de células humanas e de camundongo foi clonado 

o DNAc do antígeno FAS e observou-se que células murinas transformadas, as quais 

expressavam constitutivamente o gene FAS sofriam apoptose ao serem tratadas com 

anticorpos específicos, indicando a participação desta molécula na transdução de sinais 

apoptóticos (Itoh et al., 1991).  

Posteriormente, a purificação e clonagem do gene APO-1 levou à conclusão 

que este e FAS eram idênticos, tratando-se de um único gene e, conseqüentemente, FAS 

e APO-1 tratam-se da mesma proteína (Oehm et al., 1992). 

No início da década de 90, Suda e seu grupo de pesquisa identificaram uma 

molécula que desencadeia o processo de apoptose ao se ligar ao receptor de membrana 

celular FAS, codificado pelo gene FAS, sendo denominada ligante de FAS (FASL) 

(Suda et al., 1993; Suda & Nagata, 1994). 



 46

1.3.2 O receptor FAS 

A proteína FAS, conhecida também como APO-1 ou CD95, é um receptor 

transmembrânico do tipo I pertencente à superfamília dos receptores de TNF (Itoh et al., 

1991; Oehm et al., 1992). 

Trata-se de uma proteína monomérica de aproximadamente 48 kDa formada 

por 355 aminoácidos (Ohem et al., 1992) que, assim como todos os membros da família 

que a compõe, possui um domínio extracelular contendo três repetições ricas em 

cisteína, um domínio transmembrana e um domínio intracelular citoplasmático, onde se 

encontra o domínio de morte (Figura 10). O domínio amino-terminal extracelular é o 

mais similar entre os membros desta família, com 24 a 30% da seqüência de 

aminoácidos conservada, mas particularmente na região rica em cisteína (Smith et al., 

1994). Por outro lado, o domínio citoplasmático intracelular apresenta pequena 

homologia entre os membros, com exceção de alguns casos, a exemplo de FAS e 

TNFR1 (Hill & Lunec, 1996). 

 

Figura 9 - Representação esquemática da estrutura protéica monomérica do receptor 

FAS. CRD: Domínio rico em cisteína; TM: domínio transmembrana (Adaptado de Feig 

et al., 2007). 
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O receptor FAS foi originalmente descrito como uma molécula com 

capacidade de mediar a apoptose em células transformadas (Trauth et al., 1989), 

entretanto atualmente sabe-se que clones normais de células T humanas são suscetíveis 

à apoptose via FAS; sendo portanto uma proteína expressada na superfície de diversos 

tipos celulares, como linfócitos, fibroblastos, células epiteliais e algumas células 

endoteliais, e é responsável por desencadear o processo de morte celular nestas células 

(Leithauser et al., 1993). 

Os padrões de expressão deste receptor na superfície variam de acordo com 

o tipo celular, por exemplo, apresenta-se abundantemente expressado em linfócitos, 

entretanto em linfócitos T a expressão é maior que em linfócitos B (Digiuseppe et al., 

1996). Além disso, em linfócitos T de memória ativados há maior quantidade de FAS 

em relação aos linfócitos T virgens não estimulados, os quais expressam pouco ou até 

mesmo não há receptor FAS expresso (Salmon et al., 1994; Krueger et al., 2003). 

Em pacientes infectados pelo HIV-1 é observado um aumento de FAS na 

superfície de linfócitos (Debatin et al., 1994; Silvestris et al., 1996), e estudos tem 

associado este aumento a diminuição drástica na contagem de linfócitos T CD4+ por 

indução de apoptose nestas células (McCloskey et al., 1995; Cossarizza et al., 2000). 

Este receptor está presente na superfície das células como uma proteína 

monomérica e medeia o processo apoptótico através da interação com o anticorpo anti-

FAS ou por meio de seu ligante natural, denominado ligante de FAS (FASL) (Nagata, 

1999). 
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1.3.3 O ligante de FAS (FASL) 

O ligante de FAS (FASL, CD95L, CD178), uma proteína transmembrana 

tipo II de 40 kDa formada por 281 aminoácidos, assim como o seu receptor, pertence à 

superfamília de proteínas TNF (Suda et al., 1993; Takahashi et al., 1994; Nagata & 

Golstein, 1995). 

Trata-se de uma proteína trimérica, composta por uma região N terminal, 

encontrada no citoplasma, e uma região C terminal que se entende para o espaço 

extracelular (Figura 11). A região extracelular de aproximadamente 15 aminoácidos é 

bastante conservada (20-25%) entre os membros da mesma família, enquanto que o 

comprimento e a seqüência do segmento citoplasmático diferem significativamente 

(Nagata, 1997). 

 

Figura 10 – Representação esquemática da subunidade estrutural da proteína trimérica 

FASL (Adaptado de Sun et al., 2006). 

 

Este ligante, além de ser encontrado acoplado à membrana celular, pode ser 

encontrado na forma solúvel (28 kDa), resultante da clivagem da proteína de 40 kDa por 

uma metaloprotease dependente de zinco (Mariani et al., 1995; Kayagaki et al., 1995). 

FASL foi descrito primeiramente como um proteína citotóxica expressada 

somente em células T ativadas e, atualmente, sabe-se que é encontrado em muitas outras 

células de diferentes órgãos, como cérebro, olhos, placenta e testículos, sendo associado 
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ao mecanismo de “immune privilege”, protegendo estes órgão de inflamação por meio 

da ativação apoptótica (Green & Ferguson, 2001; Ferguson & Griffith, 2006). Além 

disso, este ligante é um dos principais efetores de linfócitos T citotóxicos CD8+ e 

células natural killer (Ashkenazi & Dixit, 1998). 

 

1.3.4 Caracterização molecular do receptor FAS e seu ligante FASL 

O gene responsável pela codificação do receptor FAS está localizado no 

braço longo do cromossomo 10 humano na posição 10q24.1 (Inazawa et al., 1992). 

O gene FAS humano, também denominado TNFRSF6, é composto por nove 

éxons e oito íntrons e mede aproximadamente 25 kb. O éxon 1 codifica a região 5’ não 

traduzida e os 10 primeiros aminoácidos que forma a seqüência sinalizadora. A região 

extracelular da molécula consiste de três domínios ricos em cisteína e é codificada pelos 

éxons 2, 3, 4 e 5. O sexto éxon codifica a região transmembrânica e os éxons 7 e 8 são 

responsáveis por codificar parte da porção citoplasmática próxima à membrana, a qual é 

complementada pelo éxon 9. Além codificar o restante da porção citoplasmática, 

incluindo o domínio de morte, o éxon 9 codifica também a região 3’ não traduzida 

(Berhmann et al., 1994; Figura 12).  

Pelo menos oito splincings alternativos do gene que codificam sete 

isoformas diferentes têm sido descritos. A isoforma que não apresenta o domínio 

transmembrana pode regular negativamente a apoptose mediada pela isoforma completa 

(Hughes & Crispe, 1995; Cascino et al., 1996; Bonnal et al., 2008; NCBI Reference 

Sequence). 
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Figura 11 - Esquema representativo do gene FAS (Fonte primária).  

 

Em relação ao gene codificador do ligante de FAS, gene FASL, este foi 

isolado em 1994 e mapeado no braço longo do cromossomo humano 1 na posição 1q23, 

através da hibridização in situ por fluorescência. O gene FASL mede aproximadamente 

8 kb, e é formado por uma região promotora, quatro éxons e três íntrons (Takahashi et 

al., 1994; Figura 13). 

 

 

Figura 12 - Esquema representativo do gene FASL (Fonte primária). 
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1.3.4.1 Polimorfismos genéticos de FAS e FASL 

Diversos polimorfismos tem sido descritos tanto nos genes FAS quanto no 

seu ligante FASL e associados a diversas patologias (Huang et al., 1997; Huang & 

Manollis, 2000; Bolstad et al., 2000; Pinti et al., 2002; Sibley et al., 2003; Nasi et al., 

2005; Crew et al., 2007). 

No gene FAS dois principais polimorfismos tem sido descrito na região 

promotora. O primeiro está localizado na posição -670 e cria um sítio de restrição para a 

endonuclease MvaI, devido uma substituição de adenina (A) para guanina (G) nesta 

posição conferindo os alelos A, selvagem, e G, mutante, respectivamente. Pelo fato de 

este polimorfismo se localizar no sítio de ligação de transdução de sinal e de ativadores 

de transcrição (STAT), pode ter um papel funcional na regulação e expressão do gene 

(Huang et al., 1997; 1999). Outro polimorfismo descrito na região promotora do gene 

FAS ocorre por uma substituição de guanina (G) para adenina (A) na posição -1377, que 

leva à alteração na seqüência consenso de ligação ao fator de transcrição SP-1, e desta 

maneira o alelo mutante A não se ligará ao mesmo, podendo estar associado à alteração 

funcional do receptor FAS ou à diminuição da sua expressão (Huang & Manollis, 2000; 

Sibley et al., 2003; Zhang et al., 2006). Na região codificante do gene, polimorfismos 

adicionais tem sido descritos nos éxons 2, 3 e 7 (Horiuchi et al., 1999; Koshkina et al., 

2007). 

Considerando o gene FASL, os principais polimorfismos descritos 

localizam-se na região promotora e no segundo e terceiro íntron do gene (Bolstad et al., 

2000; Wu et al., 2003).  

Na região promotora do gene FASL há um polimorfismo descrito na posição 

-844, resultante da incorporação de timina (T) no lugar de citosina (C), e sugere-se que 
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esta alteração influencie tanto na expressão do ligante como na sinalização mediada 

pelo mesmo (Wu et al., 2003).  

Em relação ao polimorfismo localizado no segundo íntron, denominado 

IVS2nt-124, ocorre devido uma substituição de A para G no nucleotídeo 124 bases 

antes da primeira base do terceiro éxon. Outro polimorfismo, conhecido como IVS3nt-

169, ocorre no terceiro íntron e resulta da deleção de uma timina (T) no nucleotídeo 169 

bases antes da primeira base do quarto éxon. Até o momento não se sabe se estes 

polimorfismos estão associados à alteração na expressão gênica (Bolstad et al., 2000; 

Pinti et al., 2002; Zhang et al., 2006). Não há relatos ainda de polimorfismos existentes 

na região codificadora do gene. 

Diversos destes polimorfismos estão sendo associados a um aumento na 

suscetibilidade a várias patologias, incluindo síndrome linfoproliferativa, lúpus 

eritematoso sistêmico, esclerose múltipla, tireodite de Hashimoto, variados tipos de 

câncer, entre outras (Rieux-Laucat et al., 1995; Huang et al., 2000; Chen et al., 2005; 

Del Rey et al., 2006; Zhang et al., 2007; Crew et al., 2007; Kang et al., 2008). Mais 

recentemente, pesquisas têm buscado associação entre estes polimorfismos e o 

mecanismo de depleção dos linfócitos T CD4+ na infecção pelo HIV-1, haja vista a 

importância do sistema FAS/FASL neste processo (Vasilescu et al., 2004; Nasi et al., 

2005). 
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1.4 SISTEMA FAS/FASL E A INFECÇÃO PELO HIV-1 

A morte celular por apoptose tem sido proposta como o principal 

mecanismo envolvido na patogênese da infecção pelo HIV-1 associada ao processo de 

depleção dos linfócitos T CD4+, sendo que a via mais envolvida é a mediada por 

ativação do receptor FAS através de seu ligante FASL (Ameisen, 1994; Nagata, 1999; 

Badley et al., 2000). 

O sistema FAS/FASL está envolvido na regulação da resposta imune e no 

processo de maturação dos linfócitos, e a apoptose mediada pelo receptor FAS é, em 

adição à via das perforinas e granzimas, um mecanismo pelo qual os linfócitos T 

citotóxicos CD8+ matam seus alvos (Alderson et al., 1995; Boise et al., 1995). 

Durante infecções virais, a via de ativação do receptor FAS pode resultar na 

eliminação de células infectadas, bem como na destruição de células não infectadas. 

Muitos estudos estão sendo desenvolvidos demonstrando o papel da interação entre 

FAS/FASL durante a infecção pelo HIV-1, e já foi observado um aumento na expressão 

do receptor FAS nos linfócitos de pacientes infectados com conseqüente aumento da 

apoptose nestes (Debatin et al., 1994; Katsikis et al., 1995; McCloskey et al., 1995; 

Oyaizu et al., 1995; Estaquier et al., 1996). 

Neste contexto Bohler e colaboradores sugeriram que a desregulação do 

sistema FAS/FASL inicia um importante papel no desenvolvimento de 

imunodeficiência durante o curso da infecção pelo HIV-1 em crianças (Bohler et al., 

1997). 

Um estudo realizado em 1997 por Sloand e colaboradores demonstrou que a 

expressão do receptor FAS é aumentada em pacientes infectados pelo HIV-1 quase três 

vezes mais em relação aos controles soronegativos, tanto em linfócitos T CD4+ quanto 
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CD8+, o que foi confirmado por estudo de Mueller em 2001, em que se observou que 

células T CD8+ HIV-1 específicas são três vezes mais sensíveis à apoptose estimulada 

por FAS quando comparado às células T CD8+ CMV específicas (Sloand et al., 1997; 

Mueller et al., 2001). Além disso, foi observado por Sloand um amento significativo de 

FAS em pacientes com história de infecção oportunista e/ou contagem de CD4 < 200 

células/µL (Sloand et al., 1997).  

Neste mesmo estudo foi detectado ainda um aumento de FASL em 

linfócitos de pacientes infectados pelo HIV-1, o que não foi observado no grupo de 

indivíduos soronegativos (Sloand et al., 1997). Dockrell e seu grupo de pesquisadores, 

mostraram que a expressão de FASL é aumentada quatro vezes mais em macrófagos, no 

tecido linfóide, de pacientes infectados pelo HIV-1 em relação aos soronegativos. 

Assim, tanto linfócitos, quanto macrófagos podem induzir a apoptose de linfócitos T 

CD4+ mediada pelo receptor FAS na infecção pelo HIV-1 (Badley et al., 1996;1997; 

Dockrell et al., 1998).  

A análise da interação deste sistema nos pacientes infectados pelo HIV-1, 

tem demonstrado que antes da terapia anti-retroviral há uma suscetibilidade aumentada 

de apoptose mediada por FAS, o que diminui significativamente durante a terapia, 

juntamente com o aumento dos níveis de célula T CD4+, mostrando que este sistema 

está diretamente relacionado à depleção dos linfócitos T CD4+ na infecção pelo HIV-1 

(Badley et al., 1998). 

Em 2000, uma pesquisa sugeriu que em pacientes com infecção aguda 

causada por HIV-1 pode existir uma desregulação do sistema FAS/FASL, o que 

provavelmente não esta inteiramente relacionado à produção viral, mas pode contribuir 

de maneira significativa para a patogênese da doença (Cossarizza et al., 2000). 
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Estudos têm buscado, também, associação entre os polimorfismos existentes 

nos genes FAS e FASL e o mecanismo de depleção dos linfócitos T CD4+ na infecção 

pelo HIV-1. Em 1998, Cascino e colaboradores não encontraram nenhuma associação 

significativa entre os polimorfismos no gene FAS e a infecção pelo HIV-1, assim como 

estudo de Vasilescu e colaboradores, que ao analisarem os polimorfismos tanto no gene 

FAS quanto no gene FASL não observaram significância estatística entre os 

polimorfismos nestes genes e a progressão a Aids (Cascino et al., 1998; Vasilescu et al., 

2004). Entretanto estudo de Nasi em 2005 observou uma diferença significativa na 

distribuição do polimorfismo IVS3nt169 presente no gene FASL, sendo deleção de T 

encontrada com maior freqüência em controles saudáveis. Além disso, pacientes com a 

combinação desta deleção em heterozigose (T/delT) com o homozigoto A/A na posição 

-124 FASL, demonstraram melhor resposta terapêutica, considerando o aumento dos 

níveis de linfócito T CD4+ (Nasi et al., 2005). 

Entretanto estes resultados ainda são muito controversos, sendo necessário 

um maior número de investigações que busquem determinar o papel destes 

polimorfismos no curso da infecção pelo HIV-1, pois, caso exista alguma associação, 

pode ser no futuro uma importante ferramenta a ser utilizada no acompanhamento e 

tratamento da infecção. 
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1.5 OBJETIVOS 

1.5.1 Objetivo geral 

Caracterização molecular dos polimorfismos nos genes FAS e FASL em 

indivíduos portadores da infecção pelo Vírus da imunodeficiência humana-1 (HIV-1). 

 

1.5.2 Objetivos específicos 

i)  Determinar a freqüência do polimorfismo -670 (A>G) no gene 

FAS em indivíduos portadores do HIV-1 e em indivíduos soronegativos para a infecção; 

ii) Determinar a freqüência dos polimorfismos IVS2nt-124 (A>G) e 

IVS3nt-169 (delT) no gene FASL  em indivíduos portadores do HIV-1 e em indivíduos 

soronegativos para a infecção; 

iii) Investigar a existência de associação entre os polimorfismos nos 

genes FAS e FASL com os níveis de linfócitos T CD4+ e T CD8+ nos indivíduos 

portadores da infecção pelo HIV-1 e comparar com os valores obtidos em um grupo 

controle de indivíduos soronegativos; 

iv) Investigar a existência de associação entre os polimorfismos nos 

genes FAS e FASL com os níveis de carga viral plasmática nos indivíduos portadores da 

infecção pelo HIV-1. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

2.1 COLETA E CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

2.1.1 Indivíduos soropositivos para HIV-1 

No presente estudo foram avaliados 198 indivíduos soropositivos para a 

infecção pelo HIV-1, 70 mulheres e 128 homens, cujas idades variam entre 19 e 69 

anos, com média de 39,9 anos, atendidos na Unidade de Referência Especializada em 

Doenças Infecciosas e Parasitárias Especiais (URE-DIPE), do Estado do Pará, no 

período entre setembro de 2007 e junho de 2008, cujas amostras de sangue foram 

obtidas em um sistema de colheita a vácuo, em tubos de 5 mL contendo EDTA como 

anticoagulante, para a obtenção de plasma e massa celular.  

As amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Virologia, do Instituto 

de Ciências Biológicas, da Universidade Federal do Pará para a realização de testes de 

contagem de linfócitos T CD4+, T CD8+ e de carga viral plasmática, como parte 

integrante da Rede Nacional de Contagem de Células CD4+ e da Rede Nacional de 

Carga Viral Plasmática, do Ministério da Saúde, e caracterização do polimorfismo 

genético.  

Os critérios de inclusão adotados foram indivíduos com idade igual ou 

superior a 18 anos, que façam parte do acompanhamento da Rede Nacional de 

contagem de células T CD4+ e T CD8+ e carga viral plasmática, que aceitaram 

participar da pesquisa após esclarecimento do estudo mediante a assinatura de um termo 

de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) e responderam ao questionário 

epidemiológico (Anexo 2) entregues no momento da coleta, deste foi obtido as 

informaçoes sobre gênero, idade e uso de terapia anti-retroviral (TARV). Foram 

excluídos da pesquisa indivíduos que não preencheram os requisitos estipulados acima. 
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2.1.2 Indivíduos controles soronegativos para HIV-1/2 

Neste estudo foi utilizado como grupo controle, um total de 191 indivíduos 

profissionais da saúde, 129 mulheres e 62 homens cujas idades variam entre 18 e 62 

anos, com média de 29,5 anos, provenientes de Laboratórios de Pesquisa e Laboratórios 

de Análises Clínicas públicos e particulares da cidade de Belém, cujas amostras foram 

coletadas em um sistema de colheita a vácuo em tubos de 5 mL contendo EDTA como 

anticoagulante, no período entre julho de 2007 e janeiro de 2009, e encaminhadas ao 

Laboratório de Virologia da Universidade Federal do Pará, onde foram processadas e 

em seguida estocadas a -20ºC até o momento do uso. 

As amostras foram testadas para presença de anticorpos anti-HIV-1/2 

através de ensaio imunoenzimático, e avaliadas quanto aos níveis de linfócitos T CD4+ e 

CD8+, além da caracterização do polimorfismo genético. 

Foram incluídos na pesquisa amostras de indivíduos maiores de 18 anos de 

idade, soronegativos para HIV-1/2 e que aceitaram em participar do estudo. Foram 

excluídos aqueles que não aceitaram assinar o termo de consentimento e/ou que 

apresentaram resultado positivo ou inconclusivo na sorologia para HIV-1/2. 

 

2.1.3 Aspectos éticos 

O presente projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário João de Barros Barreto, protocolo nº 2092/05, em obediência à 

resolução nº 196/96 do Conselho Nacional de Saúde, a qual trata das diretrizes e normas 

regulamentares da pesquisa envolvendo seres humanos (Anexo 3).  
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2.2 DETECÇÃO DE ANTICORPOS ANTI-HIV-1/2 

Os indivíduos que constituíram o grupo controle tiveram suas amostras de 

plasma testadas para a presença de anticorpos anti-HIV-1/2, através de um ensaio 

imunoenzimático (Ortho-Clinical Diagnostic Inc.,Rochester,USA) no Laboratório de 

Virologia do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Pará. 

 

2.3 MONITORAMENTO LABORATORIAL DA INFECÇÃO PELO HIV-1 

2.3.1 Quantificação da carga viral plasmática 

A carga viral plasmática nos indivíduos soropositivos para o HIV-1 foi 

determinada pelo método branched DNA (bDNA), utilizando o kit Versant® HIV-1 

RNA 3.0 Assay bDNA (Bayer Corporation, Massachusetts, USA), através do 

equipamento de leitura System 340 bDNA Analyzer (Siemens, Deerfield, USA). 

 

2.3.2 Quantificação dos linfócitos T CD4+ e CD8+ 

A contagem de linfócitos T auxiliares (CD3+,CD4+) e citotóxicos 

(CD3+,CD8+) foi realizada por citometria de fluxo (BD FACScountTM, Becton & 

Dickinson) usando o kit de monitoramento da FACSCountTM Reagents de acordo com o 

protocolo padrão recomendado pelo fabricante (Becton & Dickinson, San Jose, USA). 

 

2.4 MÉTODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR 

2.4.1 Extração do DNA 

A Extração de DNA total a partir de leucócitos do sangue periférico foi 

realizada no Laboratório de Virologia do Instituto de Ciências Biológicas da 
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Universidade Federal do Pará, através do método de fenol-clorofórmio, seguindo as 

etapas de lise celular, precipitação de proteínas, precipitação e hidratação do DNA. 

 

2.4.2 Investigação molecular das formas alélicas dos genes FAS e FASL 

2.4.2.1 Identificação do polimorfismo na posição -670 FAS  

Os alelos A e G na posição -670 do gene FAS foram identificados através da 

reação em cadeia mediada pela polimerase (PCR) seguida de digestão enzimática com a 

endonuclease de restrição MvaI, uma vez que a troca de A para G cria um sítio de 

restrição nesta posição reconhecido pela enzima (Huang et al., 1999).  

A PCR foi realizada em um volume de 50 µL contendo 100 ng de DNA 

extraído, 200 Mm de cada dNTP, 200 nmol de cada iniciador, KCl2 50 mM, MgCl2 1,5 

mM, Tris-HCl pH 8,3 10 mM e 1 U de Taq DNA polimerase. O par de iniciadores 

envolvidos nesta reação foi (-670Dir) 5’-CTACCTAAGAGCTATCTACCGTTC-3’ e (-

670Rev) 5’-GGCTGTCCATGTTGTGGCTGC-3’, o qual amplifica um produto de 322 

pares de base. O produto amplificado (322 pb) foi submetido à incubação com a 

endonuclease de restrição MvaI,  sendo clivado em 221 e 101 pares de base devido um 

sitio natural para a enzima qualquer que seja o alelo, e no caso da presença do alelo G, 

outro sítio é criado, sendo o fragmento de 221 pb, clivado em 184 e 37 pb, já na 

presença do alelo A, o fragmento de 221 pb não é digerido. 

 

2.4.2.2 Identificação do polimorfismo IVS2nt-124 FASL 

A identificação dos alelos A e G foi realizada através da metodologia de 

ACRS (amplification-created restriction site – sítio de restrição criado por 

amplificação). Este método é baseado na técnica de PCR, e através dele é possível 
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avaliar polimorfismos por meio de um iniciador desenhado com a alteração de uma 

base, de modo que crie um sítio de restrição artificial no alelo selvagem ou mutante 

(Eiken et al., 1991). 

A reação de amplificação de 239 pb do gene FASL foi realizada em um 

volume de 50 µL contendo 100 ng de DNA extraído, 200 Mm de cada dNTP, 5 pmol de 

cada iniciador, KCl2 50 mM, MgCl2 1,5 mM, Tris-HCl pH 8,3 10 mM e 1 U de Taq 

DNA polimerase. O par de iniciadores envolvidos nesta reação foi (-124Dir) 5’-GCA 

GTTCAGACCTACATGATTAGGAT-3’ e (-124Rev) 5’-CCAATTCTCACCTGTACC 

TTC-3’, o qual contém uma alteração (negrito e sublinhado) que cria um sítio de 

restrição para a enzima FokI na presença do alelo G. O produto amplificado foi então 

submetido à incubação com endonuclease de restrição FokI,  a qual cliva o alelo G em 

211 e 28 pb, sendo que o alelo A não é digerido e permanece com 239 pb (Nasi et al., 

2005). 

 

2.4.2.3 Identificação do polimorfismo IVS3nt-169 FASL 

Assim como para a identificação do polimorfismo IVS2nt-124 FASL, a 

determinação da deleção de T na posição IVS3nt-169 do terceiro íntron do gene FASL 

foi efetuada por meio de ACRS. 

A reação de PCR foi realizada em um volume de 50 µL contendo 100 ng de 

DNA extraído, 200 Mm de cada dNTP, 5 pmol de cada iniciador, KCl2 50 mM, MgCl2 

1,5 mM, Tris-HCl pH 8,3 10 mM e 1 U de Taq DNA polimerase. O par de iniciadores 

envolvidos nesta reação foi (-169Dir) 5’-AGGAAAGG ACTTCAAAGCCTA-3’ e (-

169Rev) 5’-TTGATGCATCACAGAATTTCGTC -3’. O iniciador -169Rev contém 

uma alteração (negrito e sublinhado) responsável pela criação de um sítio de restrição 
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para a enzima HincII na presença de T na posição -169.  O produto amplificado foi 

submetido então à incubação com a endonuclease de restrição HincII,  a qual cliva o 

alelo T em 162 e 23 pb, e no caso da deleção de T (alelo delT), não há digestão e o 

fragmento permanece em 185 pb (Nasi et al., 2005). 

 

2.4.2.4 Eletroforese 

Os produtos da amplificação e das digestões enzimáticas foram visualizados 

após eletroforese (100 V/45 minutos) em gel de agarose a 3 e 4%, respectivamente,  em 

tampão TAE 1x (TAE 50x estoque – TrisBase 1,6 M, Acetato de Na 0,8 M e EDTA-

Na2 40 mM/1000 mL água deionizada), corado com Syber Safe, mediante a utilização 

de transiluminador com fonte de luz ultra-violeta (Figuras 14, 15 e 16). 

 

Figura 13 - Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima MvaI, a partir do fragmento 

amplificado de 322 pb da região promotora do gene FAS. 
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Figura 14 - Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima FokI, a partir do fragmento 

amplificado de 239 pb do segundo íntron do gene FASL. 

 

Figura 15 - Perfil eletroforético de RFLP, com a enzima HincII, a partir do fragmento 

amplificado de 185 pb do terceiro íntron do gene FASL. 
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2.5 MÉTODOS ESTATÍSTICOS 

As análises comparativas das freqüências alélicas e genotípicas, entre os 

indivíduos infectados pelo HIV-1 e controles soronegativos, foram efetuadas por meio 

do teste de qui-quadrado (χ2), enquanto que a análise comparativa dos valores dos níveis 

de linfócitos T CD4+ e T CD8+, bem como de carga viral plasmática entre os indivíduos 

portadores dos diferentes genótipos foi realizada por meio do teste Mann-Whitney, e 

teste G quando os valores foram agrupados em categorias. 

Todos os testes foram realizados utilizando o programa BioEstat 5.0v 

(Ayres et al., 2007). 
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3 RESULTADOS 

3.1 FREQUÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS 

Os polimorfismos na região promotora do gene FAS e no segundo e terceiro 

íntron do gene FASL foram investigados em um grupo populacional composto por 389 

indivíduos, subdivididos em 198 indivíduos soropositivos para o HIV-1 e 191 controles 

soronegativos. 

Nos grupos populacionais analisados verificou-se a existências de todas as 

variantes alélicas para os três polimorfismos analisados. Tanto o grupo de indivíduos 

infectados pelo HIV-1, quanto o grupo controle soronegativo estão em Equilíbrio de 

Hardy-Weinberg em relação às freqüências genotípicas dos polimorfismos -670 FAS (p: 

0,7153;   p:0,7820, respectivamente), -124 FASL (p:0,8849; p: 0,7302, 

respectivamente), e -169 FASL (p: 0,6893; p: 0,3983, respectivamente). 

Quando analisado o polimorfismo -670 FAS a análise comparativa das 

freqüências genotípicas demonstrou a maior prevalência do genótipo selvagem AA entre 

o grupo controle (18,85%) quando comparado ao grupo de infectados (15,15%), bem 

como a maior prevalência do genótipo homozigoto mutante GG entre os soropositivos 

(38,89%) em relação aos soronegativos (30,89%), o genótipo AG apresentou 

prevalência de 45,96% entre os infectados pelo HIV-1 e 50,26% entre o grupo controle. 

A análise das freqüências alélicas demonstrou a presença dos alelos A e G com uma 

freqüência de 0,38 e 0,62 nos indivíduos infectados pelo HIV-1 e de 0,44 e 0,56 no 

grupo controle, respectivamente. Entretanto, as diferenças observadas não apresentaram 

valores estatisticamente significativos, tanto na analise comparativa das freqüências 

genotípicas (p:0,2303), como a análise comparativa das freqüências alélicas (p:0,1130), 

(Tabela 1). 
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Tabela 1 - Distribuição das freqüências alélicas e genotípicas do polimorfismo -670 

FAS (A>G) entre os grupos investigados. 

Perfil Genético 
HIV-1 

n (%) 

Controle 

n (%) 
χ2 p 

Alelos     

A 0,38 0,44   

G 0,62 0,56 2,512 0,1130 

Genótipo     

AA 30 (15,15) 36 (18,85)   

AG 91 (45,96) 96 (50,26)   

GG 77 (38,89) 59 (30,89)   

Total 198 (100) 191 (100) 2,936 0,2303 

n: Número de indivíduos analisados. 

 Em relação ao polimorfismo -124 FASL, a análise comparativa das 

freqüências genotípicas apresentou o genótipo AA com frequências de 81,82% e 

82,72%, AG com frequências de 17,17% e 16,23% e o genótipo GG, menos prevalente, 

com frequências de 1,01% e 1,05% em soropositovos e soronegativos, respectivamente, 

o que não revelou diferença estatística significativao ((p: 0,9692).  O alelo selvagem A 

foi encontrado com maior freqüência, tanto no grupo de indivíduos infectados pelo 

HIV-1 (0,90), quanto no grupo controle soronegativo (0,91), enquanto que o alelo G 

apresentou freqüências de 0,10 e 0,09 entre os portadores do HIV-1 e grupo controle, 

respectivamente, sem diferença significativa (p: 0,9327) (Tabela 2). 
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Tabela 2 - Distribuição das freqüências alélicas e genotípicas do polimorfismo -124 

FASL (A>G) entre pacientes infectados pelo HIV-1 e indivíduos soronegativos. 

Perfil Genético 
HIV-1 

n (%) 

Controle 

n (%) 
χ2 P 

Alelos     

A 0,90 0,91   

G 0,10 0,09 0,007 0,9327 

Genótipo     

AA 162 (81,82) 158 (82,72)   

AG 34 (17,17) 31 (16,23)   

GG 02 (1,01) 02 (1,05)   

Total 198 (100) 191 (100) 0,063 0,9692 

n: Número de indivíduos analisados. 

Considerando o polimorfismo na posição -169 do terceiro íntron do gene 

FASL, denominado -169 FASL, observamos os genótipos TT, T/delT e delT/delt com 

freqüências de 83,33%, 15,66% e 1,01% entre soropositivos e 79,58%, 19,89% e 0,52% 

entre os soronegativos, respectivamente, entretanto não foi observado diferença 

estatisticamente significante (p: 0,4841), bem como na análise das freqüências alélicas 

(p: 0,5157) a qual apresentou o alelo selvagem T com freqüências de 0,91 e 0,90 entre 

os soropositivos e o grupo controle, respectivamente (Tabela 3). 
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Tabela 3 - Distribuição das freqüências alélicas e genotípicas do polimorfismo -169 

FASL (T>delT) entre os grupos analisados. 

Perfil Genético 
HIV-1 

n (%) 

Controle 

n (%) 
χ2 P 

Alelos     

T 0,91 0,90   

DelT 0,09 0,10 0,422 0,5157 

Genótipo     

TT 165 (83,33) 152 (79,58)   

T/delT 31 (15,66) 38 (19,89)   

delT/delT 02 (1,01) 01 (0,52)   

Total 198 (100) 191 (100) 1,451 0,4841 

n: Número de indivíduos analisados. 

 

3.2 POLIMORFISMOS GENÉTICOS E QUANTIFICAÇÃO DOS LINFÓCITOS T 

CD4+ E T CD8+ 

Foram realizadas as contagens de linfócitos T CD4+ e T CD8+ nas 198 

amostras dos indivíduos integrantes do grupo de indivíduos infectados pelo HIV-1 e, 

para efeito de comparação, nas 191 amostras dos indivíduos soronegativos. Nos 

soropositivos a análise do número de linfócitos T CD4+ variou de 6 a 1256 células/µL, 

com média de 451,5 células/µL, em relação ao número de linfócitos T CD8+ foram 

encontrados valores que variaram de 93 a >2000 células/µL, com média de 991,44 

células/µL. Dentre os indivíduos soronegativos, constituintes do grupo controle, a 

contagem de linfócitos T CD4+ variou de 411 a >2000 células/µL, com média de 



 69

1037,86 células/µL. A quantificação dos linfócitos T CD8+ variou de 162 a 1368 

células/µL, com média de 613,75 células/µL (Figura 17). 

0

200

400

600

800

1000

1200

HIV-1 Controle

M
éd

ia
 d
e 
cé

lu
la
s (

cé
l/µ

l)

Linfócito T CD4+

Linfócito T CD8+

Figura 16 – Quantificação dos linfócitos T CD4+ e T CD8+ em indivíduos soropositivos 

para a infecção pelo HIV-1 e controles soronegativos.  

 

Os níveis médios de linfócitos T CD4+ e T CD8+ foram comparados entre 

os portadores dos diferentes genótipos para os três polimorfismos analisados dentre 

todos os 198 indivíduos soropositivos para a infecção pelo HIV-1. A análise também foi 

efetuada dentre aqueles soropositivos que no momento da primeira dosagem não 

haviam ainda sido submetido à terapia anti-retroviral (TARV), correspondendo a 49 

indivíduos e os 191 controles soronegativos. 

Considerando todos os indivíduos infectados pelo HIV-1, independente do 

tratamento anti-retroviral, a média dos linfócitos T CD4+, em relação ao polimorfismo -

670 FAS, foi maior entre os portadores do alelo G, seja em homo ou heterozigose, 

quando comparado àqueles portadores genótipo selvagem AA, com valores médios de 

470,36 e 345,87 células/µL, respectivamente, sendo esta diferença estatisticamente 

significante (p: 0,0222). Levando em consideração o polimorfismo -124 FASL não 
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houve diferença estatística significativa entre as médias dos linfócitos T CD4+ e os 

diferentes genótipos analisados (p: 0,9795), diferentemente do observado na análise do 

polimorfismo -169 FASL, na qual a média de linfócitos T CD4+ foi maior (p: 0,0453; 

Tabela 4) entre os soropositivos portadores do genótipo selvagem TT (465,38 

células/µL) em relação aos portadores dos genótipos polimórficos T/delT e delT/delT 

(382,10 células/µL). 

 

Tabela 4 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD4+ entre os indivíduos 

infectados pelo HIV-1 portadores de diferentes genótipos para os polimorfismos 

analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

(n) 

Média T 

CD4+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD4+ 

(células/µL)  

Mann-

Whitney 
p 

-670 FAS      

AA 30 345,87 342   

AG;GG 168 470,36 430,5 U: 1859,00 0,0222 

-124 FASL      

AA 162 450,70 411,50   

AG;GG 36 455,11 423 U: 2908,00 0,9795 

-169 FASL      

TT 165 465,38 421   

T/delT;delT/delT     33 382,10 378 U: 2121,00 0,0453 

Total    198 - - - - 
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Ainda em relação aos soropositivos para a infecção pelo HIV-1, 

independente de TARV, a análise da média dos linfócitos T CD8+ entre os portadores 

dos diferentes genótipos não revelou diferença estatística significativa para os três 

polimorfismos analisados, apesar de ter sido observado uma média de linfócitos T CD8+ 

ligeiramente maior entre os portadores dos genótipos polimórficos T/delT e delT/delT 

(Tabela 5). 

 

Tabela 5 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD8+ entre os indivíduos 

infectados pelo HIV-1 portadores de diferentes genótipos para os polimorfismos 

analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

(n) 

Média T 

CD8+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD8+ 

(células/µL) 

Mann-

Whitney 
P 

-670 FAS      

AA 30 974,67 994,35   

AG;GG 168 994,35 903 U: 2371,00 0,6063 

-124 FASL      

AA 162 999,59 903   

AG;GG 36 954,72 879 U: 2758,00 0,6125 

-169 FASL      

TT 165 967,25 884   

T/delT ; delT/delT 33 1112,36 1004 U: 2197,00 0,0803 

Total 198 - - - - 
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Em relação àqueles 49 indivíduos infectados pelo HIV-1 que não haviam 

sido submetidos à TARV, considerando o polimorfismo -670 FAS, mais uma vez o 

nível médio de linfócitos T CD4+ foi maior entre os portadores dos genótipos AG e GG 

(454,43 células/µL) quando comparado aos portadores do genótipo AA, nos quais foi 

observado um nível médio de 293,43 células/µL. Entretanto, tal diferença não revelou 

diferença estatística significativa, ainda que o valor de p tenha sido observado nos 

valores críticos de significância (p:0,0520). Quando analisado os polimorfismos -124 

FASL  e -169 FASL neste mesmo grupo, não foi observado diferença estatisticamente 

significante entre os níveis médios de linfócitos T CD4+ e os portadores dos diferentes 

genótipos, com valores de p de 0,6849 e 0,9618, respectivamente (Tabela 6).  

 

Tabela 6 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD4+ entre os indivíduos 

infectados pelo HIV-1, não submetidos à TARV, portadores de diferentes genótipos 

para os polimorfismos analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

(n) 

Média T 

CD4+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD4+ 

(células/µL)  

Mann-

Whitney 
P 

-670 FAS      

AA 7 293,43 273,0   

AG;GG 42 454,43 404,0 U: 79,00 0,0520 

-124 FASL      

AA 41 438,54 378,0   

AG 8 395,0 384,0 U: 149,00 0,6849 

-169 FASL      

TT 38 441,58 363   

T/delT ; delT/delT 11 396,36 414 U: 207,00 0,9618 

Total 49 - - - - 
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Levando em consideração os níveis médios de linfócitos T CD8+ entre os 

soropositivos virgens de tratamento anti-retroviral, não foi observada qualquer diferença 

estatística relevante entre os portadores dos diferentes genótipos analisados. Porém foi 

observado um valor médio maior entre os portadores do alelo G para o polimorfismo -

670 FAS (1144,02 células/µL) em relação àqueles portadores do genótipo selvagem AA 

(980,57 células/µL), bem como um valor menor na média dos linfócitos T CD8+ entre 

os indivíduos com genótipo AG para o polimorfismo -124 FASL, nos quais foi um 

observado um valor médio de 895,87 células/µL, sendo que nos indivíduos selvagens 

AA foi encontrado um valor médio de 1164,54 células/µL (Tabela 7).  

 

Tabela 7 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD8+ entre os indivíduos 

infectados pelo HIV-1 não submetidos à TARV, portadores de diferentes genótipos para 

os polimorfismos analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

Média T 

CD8+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD8+ 

(células/µL)  

Mann-

Whitney 
P 

-670 FAS      

AA 7 980,57 851,0   

AG;GG 42 1144,02 1027,0 U: 109,00 0,2776 

-124 FASL      

AA 41 1164,54 1084,0   

AG 8 895,87 879,0 U: 100,5 0,0859 

-169 FASL      

TT 38 1100,42 980,5   

T/delT ; delT/delT 11 1190,64 1084,0 U:195,50 0,7463 

Total 49 - - - - 
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A análise dos níveis médios de linfócitos T CD4+ e T CD8+ entre os 

controles soronegativos, realizada para efeito de comparação entre os dois grupos, não 

revelou diferença estatística significante entre os portadores dos diferentes genótipos 

tanto para o polimorfismo -670 FAS (p:0,2674; p:0,6079, respectivamente), -124 FASL 

(p:0,3390; p:0,3123, respectivamente), bem como para o polimorfismo -169 FASL 

(p:0,4518; p:0,3146, respectivamente; Tabelas  8 e 9). 

 

Tabela 8 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD4+ entre os indivíduos 

controles soronegativos, portadores de diferentes genótipos para os polimorfismos 

analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

(n) 

Média T 

CD4+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD4+ 

(células/µL)  

Mann-

Whitney 
P 

-670 FAS      

AA 36 1095,94 1111,0   

AG;GG 155 1039,65 1019,0 U: 2426,5 0,2674 

-124 FASL      

AA 158 1061,24 1047,0   

AG;GG 33 999,00 957,0 U: 2301,00 0,3390 

-169 FASL      

TT 152 1059,15 1047,0   

T/delT ; delT/delT 39 1016,59 987,0 U:2696,00 0,4518 

Total 191 - - - - 
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Tabela 9 – Comparação dos níveis médios de linfócitos T CD8+ entre os indivíduos 

controles soronegativos, portadores de diferentes genótipos para os polimorfismos 

analisados.  

Perfil 

Genético 

Indivíduos 

analisados 

(n) 

Média T 

CD8+ 

(células/µL) 

Mediana T 

CD8+ 

(células/µL)  

Mann-

Whitney 
P 

-670 FAS      

AA 36 629,08 616,5   

AG;GG 155 624,14 577,0 U:2602,5 0,6079 

-124 FASL      

AA 158 634,6 593,5   

AG;GG 33 580,10 512,0 U: 2285,5 0,3123 

-169 FASL      

TT 152 636,48 601,0   

T/delT ; delT/delT 39 576,51 545,0 U:2672,0 0,3146 

Total 191 - - - - 

 

A quantificação dos linfócitos T CD4+ foi ainda analisada de acordo com as 

freqüências genotípicas para as regiões gênicas nos 198 indivíduos soropositivos, após o 

agrupamento de acordo com os níveis dos linfócitos em três categorias: <200 

células/µL, entre 200 e 500 células/µL e >500 células/µL. Esses valores foram 

estabelecidos com base na classificação dos pacientes soropositivos para a infecção pelo 

HIV em três categorias pelo CDC. Valores inferiores a 200 células/mm3 são associados 
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à imunossupressão, e, desta forma, considerados características e definidoras de Aids 

(CDC, 1992).  

A análise das freqüências genotípicas para o polimorfismo -670 FAS 

revelou maior freqüência do genótipo AA entre os soropositivos com número de células 

T CD4+ < 200 células/µL, e maior prevalência do genótipo AG entre àqueles com 

número de células >500 células/µL, já o genótipo GG se apresentou bem distribuído 

entre as três categorias, não revelando assim diferença estatística significativa (p: 

0,1034) (Tabela 10). Entretanto quando se agrupou os genótipos AG e GG, levando-se 

em consideração o estado de portador de alelo G, verificou-se que os homozigotos AA 

foram encontrados com maior frequência entre indivíduos com contagem de células T 

CD4+ inferior a 200 células/µL, enquanto que os portadores do alelo G, seja em homo 

ou heterozigose, foram encontrados com maior frequência entre aqueles com células T 

CD4+ ˃ 500 células/µL (Tabela 11). 

A distribuição das freqüências genotípicas do polimorfismo -124 FASL não 

apresentou diferença significante (p: 0,3175), assim como  a distribuição das 

freqüências genotípicas do polimorfismo -169 FASL (p: 0,1152), embora neste tenha 

sido observado a maior prevalência do genótipo TT entre aqueles com  LTCD4+ > 500 

células/µL e maior freqüência dos genótipos T/delT e delT/delT entre os indivíduos com 

contagens de LTCD4+ < 200 células/µL (Tabela 10). 
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Tabela 10 – Distribuição das freqüências genotípicas dos polimorfismos analisados no 

grupo de indivíduos infectados pelo HIV-1 agrupados de acordo com o nível de 

linfócitos T CD4+. 

 

Perfil 

Genético 

LTCD4+<200 

n(%) 

200≤ LTCD4+≤500 

n(%) 

LTCD4+>500 

n(%) 

Teste 

G 
p 

-670 FAS      

AA 10 (26,32) 14 (15,56) 06 (8,57)   

AG 12 (31,58) 42 (46,67) 37 (52,86)   

GG 16 (42,10) 34 (37,77) 27 (38,57) 7,695 0,1034 

      

-124 

FASL 
     

AA 31 (81,58) 73 (81,11) 58 (82,86)   

AG 07 (18,42) 17 (18,89) 10 (14,28)   

GG 0 (0,00) 0 (0,00) 02 (2,86) 4,718 0,3175 

      

-169 

FASL 
     

TT 28 (73,68) 73 (81,11) 64 (91,43)   

T/delT 09 (23,68) 16 (17,78) 06 (8,57)   

delT/delT 01 (2,63) 01 (1,11) 0 (0,00) 7,422 0,1152 

Total 38 (100) 90 (100) 70 (100) - - 

 n: Numero de indivíduos analisados.  
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Tabela 11 – Distribuição das freqüências genotípicas do polimorfismo -670 Fas 

analisados no grupo de indivíduos infectados pelo HIV-1 agrupados de acordo com o 

nível de linfócitos T CD4+. 

 

Perfil 

Genético 

LTCD4+<200 

n(%) 

200≤ LTCD4+≤500 

n(%) 

LTCD4+>500 

n(%) 

Teste 

G 
p 

-670 FAS      

AA 10 (26,32) 14 (15,56) 06 (8,57)   

AG;GG 28 (73,38) 76 (84,44)  64 (91,43) 11,466 0,0032 

Total 38 (100) 90 (100) 70 (100) - - 

 n: Numero de indivíduos analisados.  
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3.3 POLIMORFISMOS GENÉTICOS E QUANTIFICAÇÃO DA CARGA VIRAL 

PLASMÁTICA DO HIV-1 

A quantificação da carga viral plasmática do HIV-1 foi realizada em todas 

as 198 amostras dos indivíduos soropositivos para a infecção pelo HIV-1 constituintes 

do grupo de infectados, e as médias aritméticas dos valores obtidos foram comparadas 

entre os portadores dos diferentes genótipos para os polimorfismos analisados. 

A análise comparativa das médias de carga viral plasmática entre os 

portadores dos diferentes genótipos para o polimorfismo -670 FAS não evidenciou 

nenhuma diferença significante (p: 0,8709), o que também foi observado na análise dos 

polimorfismos -124 FASL (p: 0,8044) e -169 FASL (p:0,1019). Entretanto, na análise do 

polimorfismo -169 FASL, ainda que não tenha sido evidenciada diferença significativa, 

observamos um maior valor médio de carga viral entre os portadores do alelo 

polimórfico, em homo ou heterozigose, bem como o valor maior da mediana dos 

valores de carga viral entre estes indivíduos (Tabela 12). 
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Tabela 12 – Comparação dos níveis médios de carga viral plasmática entre os 

indivíduos soropositivos para a infecção pelo HIV-1 portadores de diferentes genótipos 

para os polimorfismos analisados.  

Polimorfismo 
Média Carga 

Viral (cópias/mL) 

Mediana Carga 

Viral (cópias/mL) 
Mann-Whitney p 

-670 FAS     

AA 8389,52 66   

AG;GG 15223,30 51,5 U: 2473,00 0,8709 

     

-124 FASL     

AA 15693,64 60   

AG;GG 7180,67 51,5 U: 2839,00 0,8044 

     

-169 FASL     

TT 12442,200 50   

T/delT ; delT/delT 22663,97 442,0 U: 2231,00 0,1019 

 

Dentre os 198 soropositivos para a infecção pelo HIV-1, 49 não haviam sido 

submetido à TARV, sendo a média da carga viral plasmática destes analisada em 

comparação aos diferentes genótipos para os três polimorfismos estudados. Nenhuma 

diferença estatisticamente significativa foi evidenciada para qualquer um dos 

polimorfismos, conforme distribuído na Tabela 13. 
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Tabela 13 – Comparação dos níveis médios de carga viral plasmática entre os 

indivíduos infectados pelo HIV-1 não submetidos à TARV, portadores de diferentes 

genótipos para os polimorfismos analisados.  

Polimorfismo 
Média Carga 

Viral (cópias/mL) 

Mediana Carga 

Viral (cópias/mL) 

Mann-

Whitney 
p 

-670 FAS     

AA 89921,0 29624,0   

AG;GG 38499,95 11823,5 U: 100,00 0,1793 

     

-124 FASL     

AA 51452,56 12740,0   

AG 17111,25 11823,0 U: 159,00 0,8924 

     

-169 FASL     

TT 40811,26 11823,5   

T/delT ; delT/delT 63237,91 15368,0 U: 208,5 0,9904 

 

A análise da quantificação da carga viral plasmática do HIV-1 entre os 

indivíduos infectados independente da terapia anti-retroviral, foi ainda realizada entre os 

portadores de diferentes genótipos para os polimorfismos investigados, agrupados em 

cinco categorias de acordo com o nível de carga viral plasmática, não sendo observada 

nenhuma diferença estatística significativa entre as freqüências genotípicas e o nível de 

carga viral plasmática (Tabela 14). 
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Tabela 14 – Distribuição das freqüências genotípicas no grupo de indivíduos infectados 

pelo HIV-1 agrupados de acordo com o nível de carga viral plasmática. 

Perfil 

Genético 

CV<50 

n(%) 

50≤CV≤1000 

n(%) 

1000≤CV≤10000 

n(%) 

10000≤CV≤50000 

n(%) 

CV>50000 

n(%) 

-670 

FAS 

 
  

  

AA 14(14,28) 05 (15,15) 05 (18,52) 04 (15,39) 02(14,29) 

AG 47(47,96) 16 (48,49) 10 (37,04) 10 (38,46) 08(57,14) 

GG 37(37,76) 12 (36,36) 12 (44,44) 12 (46,15) 04(28,57) 

-124FASL      

AA 80(81,63) 26 (78,79) 23 (85,18) 21 (80,77) 12(85,71) 

AG 16(16,33) 07 (21,21) 04 (14,82) 05 (19,23) 02(14,29) 

GG 02(2,04) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 0 (0,00) 

-169FASL      

TT 86(87,76) 26 (78,79) 22 (81,48) 20 (76,92) 11(78,57) 

T/delT 1(12,24) 07 (21,21) 04 (14,82) 06 (23,08) 02(14,29) 

delT/delT 0(0,00) 0 (0,00) 01 (3,70) 0 (0,00) 01 (7,14) 

 

Total 98 (100) 33 (100) 27 (100) 26 (100) 14 (100) 

n: numero de indivíduos analisados; CV: Carga viral plasmática; -670 FAS (Teste G: 

2,615; p: 0,9562); -124FASL (Teste G: 3,4757; p: 0,9011); -169FASL (Teste G:9,2012; 

p: 0,3256). 
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4 DISCUSSÃO  

A distribuição das formas alélicas dos polimorfismos -670 do gene FAS, -

124 e -169 do gene FASL, observadas no presente estudo, tanto nos indivíduos 

infectados pelo HIV-1, quanto no grupo controle, apresentaram-se de maneira 

semelhante com as freqüências de outros estudos descritos na literatura.  

Considerando o polimorfismo -670 FAS, um estudo realizado em 1999, 

conduzido por Huang e colaboradores, relatou freqüências dos alelos A e G de 0,49 e 

0,51, respectivamente, em três grupos populacionais analisados, pacientes com artrite 

reumatóide, lúpus eritematoso sistêmico e indivíduos saudáveis, todos constituídos por 

australianos de origem caucasóide (Huang et al., 1999). Freqüências de 0,54 e 0,46 e 

0,58 e 0,42 foram observadas para os mesmos alelos em pacientes com Alzheimer e 

controles saudáveis, respectivamente, em um estudo escocês desenvolvido por Feuk em 

2000 (Feuk et al., 2000). Niino et al., em 2002, observaram em japoneses com esclerose 

múltipla freqüências de 0,51 e 0,49 para os alelos A e G do mesmo polimorfismo, 

respectivamente, e em controles saudáveis freqüências de 0,53 e 0,47 respectivamente 

(Niino et al., 2002). Uma pesquisa brasileira desenvolvida recentemente relatou 

freqüências de 0,52, 0,41 e 0,36 para o alelo A do polimorfismo -670 FAS em pacientes 

HTLV-1 positivos com Leucemia/Linfoma de células T do Adulto (LLcTA), HTLV-1 

assintomáticos e em controles soronegativos, respectivamente (Farre et al., 2008). 

Freqüências similares são observadas em americanos, portugueses e chineses (Sun et 

al., 2004; Zhang et al., 2006; Crew et al., 2007; Lima et al., 2008). 

Em indivíduos infectados pelo HIV-1, as freqüências dos alelos A e G do 

polimorfismo -670 FAS tem sido encontradas em 0,51 e 0,49, em franceses (Vasilescu 
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et al., 2004 ), 0,52 e 0,48 em italianos (Nasi et al., 2005) e 0,56 e 0,44 em italianos 

soropositivos com lipodistrofia, respectivamente (Zanone Poma et al., 2008).  

Em relação aos polimorfismos -124 e -169 do gene FASL, ainda são poucos 

os estudos relacionados às suas freqüência (Bolstad et al., 2000). Pinti et al. (2002), ao 

estudarem um grupo de centenários italianos, observaram os alelos A e G do 

polimorfismo -124 FASL com freqüências de 0,87 e 0,13, respectivamente, e 0,81 e 0,19 

em controles jovens; neste mesmo estudo os alelos T e delT do polimorfismo -169 FASL 

foram identificados com freqüências de 0,87 e 0,13 em centenários, e 0,82 e 0,18 em 

jovens, respectivamente (Pinti et al., 2002). Outro estudo, desenvolvido em 2006 com 

americanos portadores de câncer, relatou freqüências dos alelos A e G do polimorfismo 

-124 FASL de 0,86 e 0,14, respectivamente; e nos indivíduos saudáveis foram 

observados freqüências de 0,85 e 0,15, respectivamente (Zhang et al., 2006). 

Em portadores da infecção pelo HIV-1, Vasilescu e colaboradores 

observaram freqüências dos alelos A e G do polimorfismo -124 FASL de 0,83 e 0,17 em 

assintomáticos e 0,84 e 0,16 naqueles sintomáticos com rápida progressão para AIDS, 

bem como nos controles soronegativos, respectivamente (Vasilescu et al., 2004). Os 

mesmos alelos foram encontrados com freqüências de 0,87 e 0,13 em soropositivos e 

0,83 e 0,17 em controles soronegativos, respectivamente, em estudo italiano, no qual 

também observou-se os alelos T e delT do polimorfismos -169 FASL com freqüências 

de 0,91 e 0,09 nos infectados e 0,84 e 0,16 nos controles, respectivamente (Nasi et al., 

2005). 

No presente estudo, as freqüências alélicas e genotípicas dos três 

polimorfismos analisados, as quais se encontram distribuídas de acordo com a literatura, 

não apresentaram qualquer diferença estatística significante quando comparadas entre o 
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grupo de indivíduos infectados pelo HIV-1 e controles soronegativos, não evidenciando 

assim, qualquer associação entre os polimorfismos estudados e a suscetibilidade a 

infecção pelo HIV-1. Tais resultados corroboram os achados anteriores de Vasilescu e 

Nasi em relação aos polimorfismos -670 FAS e -124 FASL, os quais não apresentaram 

diferenças significativas entre soropositivos e soronegativos nos dois estudos. 

Entretanto, discorda de resultados observados por Nasi em relação ao polimorfismo -

169 FASL, no qual o alelo delT foi encontrado com maior freqüência entre os controles 

quando comparado aos infectados pelo HIV-1, sendo esta diferença significativa, 

diferente do encontrado no nosso estudo, onde os alelos  apresentaram-se bem 

distribuídos entre infectados e soronegativos (Vasilescu et al., 2004; Nasi et al., 2005). 

Tais polimorfismos têm sido freqüentemente estudados, principalmente 

naquelas patologias em que se observa uma execução fisiologicamente anormal da 

apoptose, tais como cânceres, doenças auto-imunes, neurodegenerativas como 

Alzheimer e Parkinson, entre outras (Huang et al., 1999; Feuk et al., 2000; Niino et al., 

2002; Sibley et al., 2003; Sun et al., 2004; Crew et al., 2007; Farre et al., 2008; Lima et 

al., 2008).  Na infecção pelo HIV-1, a apoptose via FAS/FASL, está diretamente 

associada ao mecanismo de depleção dos linfócitos T CD4+ (Badley et al., 2000; 

Cossarizza, 2008), desta maneira, polimorfismos nos genes que codificam o receptor e 

ligante desta via de ativação, podem estar associados às variações individuais deste 

marcador laboratorial de valor prognóstico na infecção pelo HIV-1. 

Na literatura há dois estudos, realizados em 2004 e 2005, que buscam este 

tipo de associação. Vasilescu et al. (2004) analisaram diferentes polimorfismos dos 

genes FAS e FASL, incluindo -670 FAS e -124 FASL, com o objetivo de esclarecer o 

quanto as variações destes genes relacionados à apoptose podem influenciar na 
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progressão da AIDS, não sendo observado nenhuma associação significativa (Vasilescu 

et al., 2004). Nasi et al. (2005), ao estudarem os polimorfismos nestes genes, incluindo 

os três analisados no presente estudo, não observaram associação quando os 

polimorfismos foram analisados separadamente, entretanto quando tais polimorfismos 

foram combinados entre si foi observado que os genótipos T/delT e AA do gene FASL, 

quando combinados, parece estar associado a uma melhor resposta terapêutica, em 

relação à combinação T/delT e AG; da mesma maneira, quando os polimorfismos -670 e 

-1377 do gene FAS foram combinados observou-se uma melhor resposta terapêutica, 

tanto em relação ao aumento dos linfócitos T CD4+ quanto à diminuição da carga viral 

plasmática, entre aqueles portadores dos genótipos heterozigotos combinados para os 

dois polimorfismos, contudo tais associações precisam ainda ser confirmadas por outros 

estudos (Nasi et al., 2005). 

No presente trabalho, foi observada uma associação estatística significativa 

(p: 0,0222) entre a média dos linfócitos T CD4+  e o perfil genético do polimorfismo -

670 FAS, onde foi identificada uma média de LTCD4+ maior entre os infectados 

portadores do alelo polimórfico G, seja em homo ou heterozigose em relação aos 

portadores do genótipo selvagem AA. A substituição de A para G na posição -670 da 

região promotora do gene FAS altera o sítio de ligação  do fator de transcrição nuclear 

STAT-1, assim, este polimorfismo possivelmente influencia na função ou expressão do 

gene FAS (Shuai, 1994; Huang et al., 1997; Sibley et al., 2003).  

Nossos achados confirmam esta possível influência, uma vez que, o alelo 

polimórfico G, alterando o sítio de ligação do fator de transcrição STAT-1 e, seja 

diminuindo a expressão do gene ou alterando a sua função, estará desta forma 

diminuindo o potencial apoptótico do receptor FAS. Na infecção pelo HIV-1, já foi 
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muito bem descrito que o receptor FAS encontra-se aumentado nos linfócitos T CD4+, 

com conseqüente aumento da apoptose nestes (Estaquier et al., 1996; Bohler et al., 

1997; Sloand et al., 1997), assim se nos indivíduos infectados pelos HIV-1 há uma 

deficiência na expressão ou função do gene, conseqüentemente espera-se que ocorra 

nestes uma diminuição na apoptose dos linfócitos T CD4+ em comparação aos 

infectados com expressão e função do gene normais. Os dados do presente estudo 

sugerem então que a presença do alelo G nos indivíduos portadores da infecção pelo 

HIV-1 possa ser um fator de proteção a depleção dos linfócitos T CD4+, devido a média 

maior destes entre os portadores do alelo polimórfico G com diferença estatística 

significativa. 

Tal sugestão é reafirmada na análise da média dos linfócitos T CD4+ entre 

os infectados pelo HIV-1 não submetidos à TARV, na qual também foi observado a 

maior média dos linfócitos T CD4+ entre os portadores do alelos G (genótipos AG e 

GG). Pelo fato de estes indivíduos não terem sido submetidos à TARV, a contagem 

destas células reflete somente o potencial imunogenético do hospedeiro, não tendo 

qualquer interferência de drogas anti-retrovirais, sendo assim, o perfil genético do 

hospedeiro relacionado ao polimorfismo -670 FAS pode contribuir nos níveis dos 

linfócitos T CD4+ dos indivíduos infectados pelo HIV-1, pois ainda que a diferença não 

tenha sido estatisticamente significante, o valor de p nesta análise se apresentou nos 

valores críticos de significância (p: 0,052), o que pode ser explicado pelo número 

reduzido de pacientes não submetidos à TARV. 

Quando realizada a análise dos linfócitos T CD4+ entre os controles 

soronegativos portadores os diferentes genótipos, não foi observada qualquer diferença 

significativa, o que nos leva a sugerir que não somente o polimorfismo influencie na 
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apoptose dos linfócitos T CD4+, e sim quando associado à infecção pelo HIV-1, 

possivelmente devido ao fato de que na infecção por este retrovírus seja observado um 

aumento da expressão dos receptor FAS nestas células (Silvestris et al., 1996; Sloand et 

al., 1997; Bohler et al., 1997). 

Considerando os polimorfismos intrônicos do gene FASL, foi observada 

uma diferença significativa devido ao maior valor da média dos linfócitos T CD4+ entre 

os indivíduos infectados pelo HIV-1 portadores do genótipo TT do polimorfismo -169 

FASL, o que discorda dos achados de Nasi et al. (2005), onde foi observado  que o 

genótipo heterozigoto T/delT, quando combinado com o genótipo AA do polimorfismo -

124 FASL , estaria associado a contagem maior de linfócitos TCD4+ quando comparado 

aos portadores do genotipo TT, seja combinado com qualquer genótipo do polimorfismo 

-124 FASL (Nasi et al., 2005). No presente estudo esta mesma análise, quando realizada 

entre os infectados, virgens de TARV, e soronegativos não revelou nenhuma diferença 

significativa. Os achados aqui apresentados e aqueles obtidos por Nasi et al. (2005), 

único estudo na literatura que busca este tipo de associação com o polimorfismo -169 

FASL, além de discordantes são muito prematuros para se fazer qualquer tipo de 

inferência acerca da influência deste polimorfismo na infecção pelo HIV-1, além disso, 

não se sabe, até o momento, se esta variabilidade genômica altera a expressão gênica. 

Em relação ao polimorfismo -124 FASL não foi encontrado nenhuma 

diferença significativa na contagem dos linfócitos T CD4+ quando comparado os 

portadores de diferentes genótipos, similar ao observado por Vasilescu et al. (2004), 

entretanto os achados de Nasi et al. (2005) sugerem que a presença do alelo G, quando 

associado ao genótipo selvagem TT do polimorfismo -169 FASL, estaria associado a 

uma resposta terapêutica insuficiente. Entretanto, estes resultados não são suficientes 
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para se chegar a qualquer conclusão acerca do papel deste polimorfismo na infecção 

pelo HIV-1, pelas mesmas razões em relação ao polimorfismo -169 FASL. Além disso, 

pelo fato destes dois polimorfismos se localizarem em intros, é pouco provável que 

exista algum tipo de associação, uma vez que pouco se sabe sobre o significado 

biológico desta estrutura genômica (Snustad & Simmons, 2008). Entretanto, como há 

uma especulação de que estas regiões possam ter um papel na regulação da expressão 

gênica, para descartar tal hipótese, faz-se necessário a quantificação do mRNA do gene 

FASL nos indivíduos portadores de diferentes genótipos, a fim de que se possa 

esclarecer se há ou não alteração da expressão gênica devido a estes polimorfismos, ou 

ainda, investigar o quanto estes polimorfismos estão em desequilíbrio de ligação com 

outros genes que possam ter um papel na infecção pelo HIV-1. 

Quando realizada a quantificação de linfócitos T CD8+ não foi observada 

associação entre os polimorfismos analisados e a contagem destas células. Nos 

indivíduos infectados pelo HIV-1 observa-se um aumento significativo destas células, 

quando comparado aos indivíduos normais, não sendo evidenciado apoptose nestas 

células no curso da infecção, apesar de já ter sido demonstrada que as células TCD8+ 

HIV-1 específicas são mais sensíveis à apoptose estimulada por FAS do que às 

específicas ao CMV (Mueller et al., 2001). Portanto nada ainda se pode concluir a 

respeito destes polimorfismos na contagem dos linfócitos T CD8+ no curso da infecção 

por este vírus. 

O controle da replicação viral na infecção pelo HIV-1 é controlada 

principalmente pelos linfócitos T CD8+, através das vias das perforinas e granzimas ou 

através da via FAS/FASL, uma vez que os linfócitos T CD8+ expressam o ligante de 

FAS e desencadeiam a apoptose na célula-alvo onde o receptor FAS está expresso, 
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sendo que na infecção, o FASL encontra-se com expressão aumentada nas células T 

CD8+ (Sloand et al., 1997; Petrovas et al., 2004). No presente estudo não foi encontrado 

associação significativa entre os polimorfismos analisados e carga viral plasmática do 

HIV-1 nos indivíduos estudados, o que sugere que as variantes alélicas analisadas não 

influenciem na expressão ou função do ligante de FAS nos linfócitos T CD8+, de modo 

que não interfira no controle da replicação viral, e conseqüentemente, nos níveis de 

carga viral plasmática nos portadores da infecção, corroborando estudo anterior que não 

observou alteração na quantificação da carga viral plasmática do HIV-1 em relação aos 

polimorfismos do gene FASL (Nasi et al., 2005). 

Baseado nos resultados obtidos sugere-se que os polimorfismos analisados, 

em particular o -670 do gene FAS, influenciem na apoptose dos linfócitos T CD4+  no 

curso da infecção pelo HIV-1, assim, faz-se necessário estudos posteriores visando 

confirmar ou não esta associação, uma vez que a identificação desse polimorfismo pode 

ser, no futuro, uma importante ferramenta a ser utilizada no acompanhamento da 

infecção usando, por exemplo, a genotipagem para o polimorfismo -670 FAS como o 

marcador prognostico da infecção, podendo ser utilizado uma terapia diferenciada para 

aqueles homozigotos AA, os quais, de acordo com o resultado do presente estudo, são 

mais susceptíveis a apoptose dos linfócitos TCD4+. 
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5 CONCLUSÕES 

(i) As análises das distribuições das freqüências alélicas e genotípicas dos 

genes FAS e FASL nas populações estudadas não mostraram diferenças estatisticamente 

significativas, o que sugere a ausência de associação entre os polimorfismos analisados 

nestes genes e a suscetibilidade à infecção pelo HIV-1; 

  

(ii) A análise da quantificação dos linfócitos T CD4+ entre os portadores dos 

diferentes genótipos do polimorfismo -670 FAS sugere que o estado de portador do 

alelo G, em homo ou heterozigose, nos indivíduos infectados pelo HIV-1 possa ser um 

fator de proteção a depleção destas células no curso da infecção pelo HIV-1; 

 

(iii) Os resultados da análise das quantificações dos linfócitos T CD4+ em 

relação aos polimorfismos -124 e -169 do gene FASL são muito prematuros para se 

fazer qualquer tipo de inferência acerca da influência destes polimorfismos na infecção 

pelo HIV-1; 

 

(iv) A análise da quantificação dos linfócitos T CD8+ entre os portadores 

dos diferentes genótipos para os três polimorfismos analisados no presente estudo não 

revelou associação significativa, portanto não ha evidências de que estes polimorfismos 

influenciem na contagem destas células nos indivíduos infectados pelo HIV-1; 
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(v) A análise das médias na quantificação da carga viral plasmática nos 

indivíduos infectados pelo HIV-1 não apresentaram diferenças estatisticamente 

significativas em relação às variantes genotípicas para os três polimorfismos estudados, 

sugerindo que estes polimorfismos não influenciem na viremia destes indivíduos. 
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ANEXO 01 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Estou sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre “Avaliação clínico-epidemiológica de 
fatores de natureza viral e de cunho infeccioso (co-infecções virais e bacterianas ) que influenciam o 
curso da doença em indivíduos infectados pelo Vírus da imunodeficiência humana do tipo 1” que 
está sendo desenvolvida pelo Laboratório de Virologia do Centro de Ciências Biológicas da Universidade 
Federal do Pará. 

      Para que eu decida em participar ou não da pesquisa me foram prestadas as seguintes informações:  

• O título do projeto é: “Avaliação clínico-epidemiológica de fatores de natureza viral e de cunho 
infeccioso (co-infecções virais e bacterianas) que influenciam o curso da doença em indivíduos 
infectados pelo Vírus da imunodeficiência humana do tipo 1”. 

• O pesquisador responsável é o Prof. Dr. Ricardo Ishak, Biomédico, Professor Titular da Universidade 
Federal do Pará. 

• O objetivo da pesquisa é aumentar o conhecimento vigente acerca da infecção pelo HIV, monitorando 
o aparecimento de novas cepas circulantes na região e correlacionando com os quadros clínicos, com 
as co-infecções por vírus e bactérias e com marcadores genéticos do hospedeiro. 

• Durante a pesquisa o paciente deverá responder a um questionário, depois será submetido a uma coleta 
de sangue para exame de laboratório. 

• Essa pesquisa não oferece riscos, porque as práticas são de uso rotineiro. Uma pequena quantidade de 
sangue (5mL) será coletada para a detecção de co-infecções, marcadores genéticos do vírus e do 
hospedeiro. 

• Serão utilizados materiais esterilizados descartáveis, como agulhas e seringas, não oferecendo risco 
para a pessoa. 

• Ninguém é obrigado a participar da pesquisa, assim como qualquer pessoa poderá deixar a pesquisa no 
momento que quiser, pois não haverá prejuízo pessoal por esta causa. 

• Esta pesquisa não oferece qualquer possibilidade de ajuda financeira aos voluntários que participaram. 
• O grande benefício desta pesquisa para todos os que participam, ou não, é possibilitar um melhor 

entendimento sobre os subtipos do HIV-1 circulantes em nossa região, as possíveis associações com 
marcadores genéticos de resistência e o impacto das co-infecções na progressão para SIDA/AIDS. 

• A participação na pesquisa é sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores ficarão sabendo de 
sua participação. Os dados utilizados na pesquisa terão uso exclusivo neste trabalho, sem a 
identificação individual do participante. 

_______________________________ 

Assinatura do Pesquisador responsável  

 

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Declaro que li as informações acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido (a) 
acerca do conteúdo da mesma, assim como seus riscos e benefícios. Declaro ainda que, por minha livre 
vontade, aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame. 

 

Belém, ____/_____/______       ___________________________________ 

Assinatura do participante 

Prontuário: ______________      Protocolo:  

Universidade Federal do Pará, Centro de Ciências Biológicas, Departamento de Patologia, Laboratório de 
Virologia, Fone/fax: (91) 32017587/ e-mail: rishak@ufpa.br 
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ANEXO 02

 
SERVIÇO PÚBLICO FEDERAL 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARÁ 
LABORATÓRIO DE VIROLOGIA 

PROJETO: HIV-UREDIPE 
 

QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO 

1. Prontuário n°:   Protocolo n°:    Data da coleta de dados: 

2. Nome do Paciente: 

3. Data da coleta de amostra -  1ª coleta:   2ª coleta:   3ª coleta: 

Dados epidemiológicos 
4. Sexo A.Masculino   B. Feminino   
5. Data de nascimento: ___ / ____/ ____   Idade    anos 
6. Estado Civil: A. Casado B. Solteiro C. Separado D. Viúvo 
7. Naturalidade: 
8. Bairro:  
9. Município:        11. CEP: 
10. Município de residência anterior (se reside há menos de 05 anos no endereço atual): 

11. Data da última sorologia negativa: ____/____/______   Data da primeira sorologia positiva: ____/____/______ 

12. Idade da 1ª relação sexual: 

13. Escolaridade  
A. Não alfabetizado 
B. Alfabetizado 
C. 1° grau incompleto 

D. 1° grau completo 
E. 2° grau incompleto 
F. 2° grau completo 

G. 3º grau incompleto 
H. 3º grau completo 

 

14. Renda familiar (salários): a) < 1 b) 1-3  c) 4-6  d) 7-10  e) > 10 
 
15. Categoria de exposição: 

A. Homossexual 
B. Bissexual 
C. Heterossexual 
D. Usuários de 

drogas EV 

E. Usuário de droga não-EV? 1. Álcool   2. Cigarro   3.Maconha   4. 
Outra:___________ 

F. Hemofílico  
G. Transfusão de sangue (após 1980) Local: 
H. Outros, quais ____________   
I.  

16. Uso de droga endovenosa alguma vez 
A. Sim, mas não quer comentar B. Sim  C. Não   D. Não quer comentar 

 

17. Há quanto tempo faz uso de drogas endovenosas _______ Anos 
 
18. Parou?     Sim          Não _________  Ano do último uso. 
 
19. Como você costumava fazer uso de seringa e agulha (antes do diagnóstico de HIV) 

A. sempre sozinho     B. dividia com uma pessoa fixa  C. dividia com mais de uma pessoa 
20. Você já fez uso de drogas injetáveis com seringas ou agulhas compartilhadas com: 

 

A) pessoas que são de, ou, normalmente viajam para outros estados? 
1. Sim  2. Não   3. Não sabe   Se sim, quais estados: ________________________ 

 
B) pessoas que são de, ou, normalmente viajam para outros países? 

1. Sim  2. Não   3. Não sabe   Se sim, de onde: __________________________ 
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21. Comportamento sexual  

  
1. Com homens 
2. Com mulheres 
3. Com homens e mulheres 
4. com parceiro(a) usuário de drogas não-

injetáveis 
5. com parceiro(a) usuário de drogas EV 

6. com múltiplos(a) parceiros(a) 
7. com parceiro(a) transfundido 
8. com parceiro hemofílico 
9. com parceiro(a) portador de HIV 
10. com parceiro(a) portador de SIDA/AIDS 

 
22. Seleção de Parceiros   
 - Antes do HIV:  Fixo     Não Fixo    Quantos por semana? _______ 
 
 - Depois do HIV: Fixo     Não Fixo    Quantos por semana? _______ 

   
 
23. Parceiro(s) de (ou em) outro(s) estado(s)? 

1. Sim  2. Não   3. Não sabe   Se sim, quais Estados: ______________________ 
 
24. Parceiro(s) de (ou em) outro(s) país(es)? 

1. Sim  2. Não  3. Não sabe   Se sim, quais países: _______________________ 
 

25. Sexo anal:       Ativo     Passivo     Nunca    Não se aplica  

 
26. Sexo com prostituta(o)     1.Sim  2. Não  3. Não sabe 
27. Uso de preservativo: 

Antes do HIV?  1. Sempre 2. Nunca 3. Às vezes 

Depois do HIV?  1. Sempre 2. Nunca 3. Às vezes 

29. Preservativo na última relação sexual?    1.Sim  2. Não 
30. Preservativo em relação sexual eventual?   1.Sim  2. Não 
 
31. História de DST:  Sim  Não 
      Freqüência:          01              01 a 05          Mais de 05 
      Quais lembra: ___________________________________________________________________________________ 
      Diagnóstico Clínico:      Sim        Não 

      Diagnóstico Laboratorial:      Sim        Não  

32. Foi vacinado contra hepatite B?  1.Sim  2. Não  3. Não sabe 

33. Já teve hepatite? 1.Sim  2. Não  Qual?  1.HAV 2.HBV 3.HCV 4. Não sabe 

      Diagnóstico Clínico:      Sim        Não 

      Diagnóstico Laboratorial:      Sim        Não  

34. Uso de antiretroviral: 1. Não           2. Sim 
Quais:______________________________________________________________ 
Data de início da terapia:  
Alguma vez abandonou o tratamento?         a) Sim Quantas vezes? ________ 

b) Não 
 
Último uso (medicamento):                              Hora: 
__________________       __________ 
__________________       __________ 
__________________       __________ 
__________________       __________ 
__________________       __________ 
 

Hora da coleta: ________________ 
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