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RESUMO

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) exibe uma enorme variabilidade
genética. Tal caracteristica € criticamente importante para que 0 virus possa se
adaptar as mudancas ambientais e escapar ao sistema imune do hospedeiro,
desenvolver resisténcia a drogas e impedir o sucesso de eventuais vacinas.
Portanto, entender esta diversidade é fundamental para se desenvolver vacinas e
drogas eficientes, extremamente necessarias para se conter a epidemia de
HIV/AIDS. Neste estudo, noOs investigamos a magnitude da diversidade das
principais variantes de HIV-1 circulante no Brasil, através de seguénciamento e
analise de genoma completo.

O DNA foi extraido de 22 amostras previamente classificadas em nosso
laboratério como sendo 6 subtipos B, 8 subtipos C e 8 subtipos F, com base no
seqUénciamento de pequenos amplicons. A reamplificagdo do DNA destas amostras
foi realizada por PCR de fragmentos sobrepostos, seguido por sequénciamento
direto.

Duas de seis amostras identificadas parcialmente como subtipo B e seis de
oito amostras identificadas parcialmente como subtipo F foram entao
caracterizadas como BF recombinantes pela analise de seus genomas completos.
Todas as 8 amostras previamente classificadas como subtipo C apresentaram-se
como cepas nao recombinantes através da analise de genoma completo. Dois
recombinantes BF possuem estrutura de recombinacdo gen6mica idéntica, porém
diferente da cepa Argentina CRF 12 _BF, e provavelmente representam uma nova
forma recombinante circulante no Brasil. As andlises das sequéncias dos subtipos
C e F revelaram uma linhagem distinta altamente suportada pela filogenia, cada
qual correspondendo a sua cepa de referéncia brasileira. Nossos dados indicam
fortemente que a atual epidemia Brasileira de HIV-1 com as cepas dos subtipos C e
F foi introduzida no pais por um unico evento, e ndo por fontes multiplas. Além
disso, a evidencia da recombinacdo BF obtida pela analise do genoma completo do
HIV, indica uma disseminacdo dos recombinantes BF em nossa populacdo de

infectados pelo HIV-1 que pode representar forca significativa na evolucao do virus.



1 INTRODUCAO

Variagcbes genéticas substanciais existem na familia dos virus da
imunodeficiéncia humana (HIV-1&HIV-2), e estudos filogenéticos das cepas do
HIV-1 obtidas de diferentes localizacbes geogréaficas revelaram a existéncia de
trés grupos principais de cepas virais: M (principal), O (exterior) e N (Non-O ou
novo) (De Leys et al., 1990; Gurtler et al., 1994; Simon et al., 1998). O grupo M
foi dividido em 9 subtipos designados como A-D, F-H, J e K. Estes subtipos tém
a distribuicao diferente em torno do mundo (Novitsky et al., 2001).

A diversidade de HIV-1 é gerada pelo menos por dois mecanismos
distintos. Primeiramente as mutagdes, incluindo acumulativas mutagoes
pontuais, insercdes, e delegbes que podem ser introduzidos no genoma durante
a sintese proviral do DNA pela enzima transcriptase reversa (RT) codificada pelo
virus (Roberts et al., 1988; Mansky & Temin 1995). O segundo mecanismo
significativo da mudanca genética é através da recombinacdo, que se torna
possivel pelo fato de que os retrovirus sao dipldides, contendo duas moléculas
do RNA dentro das particulas virais. Consequentemente, a infeccdo da célula
hospedeira por dois subtipos diferentes pode resultar em particulas virais
heterozigotas. Isto, de fato, oferece uma oportunidade para a recombinacéo
ocorrer durante a transcricdo reversa (Goodrich & Duesberg 1990; Vartanian et
al., 1991).

A classificacdo dos subtipos de HIV-1 através do sistema filogenético
existe desde 1992 e foi baseada inicialmente nos dados gerados de
sequénciamento de pequenos fragmentos, principalmente dos genes gag e env.
Entretanto, tal método de classificacdo ndo € mais suficiente para reconhecer as
recombinacdes intersubtipo.

Nosso objetivo neste estudo foi caracterizar em detalhes as principais
variantes de HIV-1 circulante no Brasil, através de sequénciamento e analise de
seus genomas, gue podem ser essenciais para o desenvolvimento de vacinas

bem sucedidas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A DESCOBERTA DO HIV/AIDS

Os primeiros casos de AIDS ocorreram nos EUA no inicio dos anos 80,
entre homens homossexuais e os usuarios de droga intravenosas que de repente
desenvolveram sarcoma de Kaposi e um tipo raro de pneumonia causado pelo
Pneumocystis carinii (CDC; MMWR 1981; Gottlieb et al., 1981). Todos o0s casos
tinham baixas contagens de células T CD4+, sugerindo forte associacdo com
deficiéncias imunes (Masur et al., 1981). Logo apos, sintomas idénticos foram
relatados em outros grupos da populacdo como os hemofilicos (CDC; MMWR
1982) e receptores de transfuséo de sangue (CDC; MMWR 1982). A doenca nova
foi chamada em 1982 como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Marx
1982). Em 1983, o HIV-1 foi identificado como uma causa do AIDS por Luc
Montagnier e colegas no instituto de Pasteur, Paris (Barre-Sinoussi, 1983), e
entdo o virus foi caracterizado inteiramente em 1984 por Robert Gallo em
Washington e por Jay Ley em S&o Francisco (Marx 1984). Em 1986, uma
segunda variante antigénica do HIV foi isolada no oeste da Africa e designada
HIV-2 (Clavel et al., 1986).

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DO HIV

O HIV-1 é um lentivirus que pertenca a familia retroviridae, baseado na
homologia da sequéncia gendomica, morfologia e no ciclo de reaplicagdo. A
particula do virus consiste em duas fitas idénticas do RNA, cada uma
aproximadamente com 9.8 kb, empacotados dentro de centro de proteinas viral
e envolvidos por uma bicamada de fosfolipideos com glicoproteinas de
superficie. O ciclo reprodutivo do virus comeca quando o virion do HIV infecta
uma célula, como consequéncia as enzimas de dentro do complexo de
nucleoproteinas tornam-se ativas. O complexo de nucleoproteinas do virus

rompe-se e a RT transcreve a Unica fita gendbmica do RNA em dupla fita de DNA.



A integrase viral também entra no nucleo da célula hospedeira e catalisa a
integracdo do DNA viral no genoma. A forma integrada do DNA, chamado
provirus, € entdo transcrito pela polimerase da célula hospedeira e passa as
células filhas cada vez que a célula alvo replica o DNA viral (Vaishnav & Wong-
Staal 1991; Kuby 1997).

2.3 ORGANIZACAO GENOMICA DO HIV

O genoma do HIV é composto de 9 “Open Reading Frames” (ORFs) como
mostrado em Figura-1. Trés de seus principais genes de ORF, denominados
gag, pol, e env, sdo comuns a todos os retrovirus conhecidos; entretanto, outros
seis genes de ORF sdo unicos ao HIV. O “Long Terminal Repeat” (LTR),
necessario para regular a transcricdo dos genes de DNA provirais integrados,

flanqueia ambas as extremidades do genoma viral.

Figura-1- Mapa gendmico do HIV-1



2.3.1 PRODUTOS GENICOS DO HIV-1

Os genes do HIV ORF expressam 15 proteinas (Tabela-1). Algumas destas
proteinas sdo essenciais para a estrutura viral, como a gag, o pol, e os produtos
do env, enquanto outros genes sdo necessarios para regular as replicacbes do

HIV em diferentes estagios.

Tabela 1 Proteinas do HIV e suas funcoes:

Location Function .
-Matix  (MAj  undeargoes wynstylaton  that

helpetargetGagpobprotuntolsp:dra&s
lmpheated m nudear import of HIV pre-

1186-1921  Capsid | _' :

cyclophilin
1921-2134 mwmq,mmmm
21342292 Interacts with vpr; contains late domain (PTAP)
that bmds ‘TSG10land play role of virion

budding
2085-5096 Encode different HIV enzymes




2.4 VARIABILIDADE GENETICA DO HIV-1

Diversos estudos foram conduzidos para demonstrar 0s mecanismos
moleculares responsaveis pela extrema variabilidade genética do HIV. Mostrou-
se que as mutacoes (Roberts et al., 1988; Pathak & Temin 1990; Sharp et al.,
1994; Mansky et al., 1995) e as recombinacdes sdo 0s mecanismos principais

para a diversificacdo genética do HIV.
2.4.1 MUTACAO

A alta taxa de mutacgdes do HIV ocorre devido as altas incidéncias de erro
da transcriptase reversa viral, que resulta em uma taxa estimada de
substituicdo de um nucleotideo no genoma do HIV por cada ciclo replicativo
(Williams & Loeb 1992; Caixdo 1996a). Consequentemente, o isolamento de
cepas idénticas dentro da populacdo do HIV é muito raro. Tem sido relatado que
0S erros genéticos existentes podem ser reposicionados e 0s erros novos podem
ser gerados através do processo de recombinacdes (Peliska & Benkovic 1994). O
HIV-1 exibe alta taxa de transicdo de G para A, tal processo mutacional é
conhecido como o hipermutacdo e acredita-se derivar da acdo de erros
predispostos pela transcriptase reversa (Pathak & Temin 1990; Vartanian et al.,
1991). Uma razao para a pobre fidelidade do RT é que falta a 3-5"exonuclease
capaz de realizar a leitura de prova. A fidelidade de diversas RT purificadas tem
sido medida em sistemas livres de células e as taxas de misincorporacdo variam
de 0.5x104 a 1.5x104 (Skalka & Goff (eds) (1993)).

2.4.2 RECOMBINACAO

Recombinacdo € um importante mecanismo que contribui e mantém a
diversidade genética nas populacdes do HIV-1. O processo é possivel se os dois
RNAs do virus provenientes de dois subtipos diferentes de HIV (heterotipicos)
infectam a mesma célula durante a interacdo da célula com o virus (Hu &

Temin, 1990). A recombinacdo do HIV geralmente ocorre durante a transcricao



reversa, onde a RT pode mudar de um molde para outro, resultando em um
novo mosaico genémico do HIV, contendo informacdes genéticas de ambos os
RNAs. A ocorréncia de recombinacédo entre os subtipos de HIV tem sido relatada
mais frequentemente nas regides gag e env (Kampinga et al., 1997; Robertson et
al., 1995; Zhu et al., 1995).

As recombinacfes podem ser indentificadas quando as regides com
“pontos de quebra” que nao interrompem a expressao do gen estao envolvidos.
Alguns virus recombinantes de HIV-1 se tornam fixos na populacdo humana e
sao denominados como formas recombinantes circulantes (CRFs) (Peters &
Sharp 2000). Algumas destas linhagens de CRFs predominam em localizagdes
geogréficas especificas onde dois ou mais subtipos sao prevalentes, sugerindo
gue a recombinacdo tenha uma importante influéncia na dinamica da
populacdo de HIV pelo mundo (Gao et al., 1996; Liitsola et al., 1998; McCutchan
et al., 1999).

2.4.2.1MECANISMOS DE RECOMBINACAO

A recombinagéo é introduzida na maioria dos genomas retrovirais durante
a sintese do DNA proviral devido a copia de parte de um genoma viral e entdo a
mudanca para uma regido homoéloga de um segundo genoma pela enzima RT do
virus (Coffin 1996b). O diagrama esquematico do processo de recombinacéo

esta descrito na Figura 2.

Estudos com o objetivo de compreender como a recombinacao retroviral
ocorre, propdem duas abordagens (Telesenitsky & Goff 1997). A primeira
abordagem ¢é conhecida como assimilacdo da deslocacdo da fita (strand
displacement assimilation) e propde que fragmentos de DNA sejam deslocados
durante a sintese da fita positiva de um molde e subsequientemente assimilado
pela fita positiva de DNA sintetizada por outro molde, assim resultando em
recombinacdo durante a sintese da fita positiva (Hunter 1978; Jones et al.,

1994). A segunda abordagem € o modelo de escolha de copia (copy choice



model), que propde que a maioria das recombinacdes retrovirais ocorre durante

a sintese da fita negativa (Figura-3) (Hunter 1978; Jones et al., 1994).

C
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Figure-2 Recombinogenic templates switching during reverse transcription.

2.4.2.2 METODOS PARA DETECTAR A RECOMBINACAO

Atualmente existem varios métodos disponiveis para detectar ou
caracterizar o histérico de recombinacdo de HIV a partir de um grupo de
sequéncias de DNA alinhadas. Geralmente os métodos de recombinacdo podem
ser classificados em quatro categorias, dependendo da abordagem usada no seu

algoritmo, como pode ser observado adiante:
2.4.2.2.1 METODO BASEADO NA DISTANCIA

Os métodos de distancia usam a quantidade de dissimilaridade (distancia)
entre sequéncias alinhadas para gerar arvores (Weiller 1998). Estes métodos
geralmente resumem as informacdes em formato de janela e computam a
distancia entre as sequéncias de acordo com alguma medida estatistica, entao
descartam os dados atuais e usam somente distancias fixas para estimar a
recombinacdo. Uma vez que eles ndo requerem filogenia, os meétodos de
distancia sdo computacionalmente rapidos e dependem fortemente na escolha

das sequéncias de referéncia (revisto por David Posada 2002). A aplicacao de



tais métodos inclui SIMPLOT (Lole et al., 1999), PHYPRO (Weiller, 1998) e
TOPALI (Milne et al., 2004).

1-Asynchronous reverse txsnscription

2-Hascent DHA & acceptor RHADbp l

3-Branch migration positions the acceptox

4-Prmer strand template switch

Figure 3. Recombinacao de acordo com o modelo de escolha de cépia
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2.4.2.2.2 METODOS FILOGENETICOS

Os métodos de arvores filogenéticas atuais assumem que exista
uma uUnica topologia de arvore de diferentes partes do genoma do HIV. A
presenca de recombinacéo pode violar esta hip6tese e pode resultar na topologia
de arvores diferentes. Recombinac¢des nas arvores filogenéticas podem ser
identificadas pelo comprimento dos ramos terminais, onde 0s comprimentos
totais dos ramos sado maiores e os tempos do ancestral comum mais recente
menor que para uma arvore reconstruida de uma sequéncia nao recombinante
(Schierup & Hein 2000). Se as caracteristicas anteriores resultarem na
imposicao de uma unica filogenia em diferentes locais do genoma do HIV-1 sob
investigacdo, entdo existe uma forte evidéncia de recombinacado (Lole et al.,
1999; Martin & Rybicki 2000). Aplicacdo de métodos usados para a procura por
informacdes filogenéticas conflitantes inclui LARD (Holmes et al., 1999), PLATO
(Grassly & Holmes 1997), e BOOTSCAN (Salminen et al., 1995).

2.4.2.2.3 METODOS DE COMPATIBILIDADE LADO A LADO

Estes métodos somente consideram locais informativos
parcimoniosamente e nao precisam de filogenia para o conhecimento das
sequéncias (Drouin et al., 1999). Eles podem ser usados para identificar a
localizacdo de regides convertidas e a direcdo dos eventos de conversao.
RETICULATE (Jakobsen & Easteal, 1996) € uma das aplicacdes que calcula a

compatibilidade de matrizes.
2.4.2.2.4 METODOS DE SUBSTITUICAO DISTRIBUICAO

O conceito destes métodos é baseado em identificar estatisticamente
segregacdes de substituicbes na sequiéncia de DNA ou que as substituicbes sao
conforme as caracteristicas de uma distribuicdo da probabilidade esperada
(Stephens, 1985; Sawyer, 1989).
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2.4.3 SINTESE DO DNA PROVIRAL

A chave da recombinacdo do HIV pode facilmente ser explicado pela
compreensao da sintese do HIV provirus. Diversos alvos sdo necessarios para
intervir na sintese do DNA proviral do HIV. Isto inclui a ligagdo do primer de
tRNA, degradacdo de RNA pelo dominio RNase H da RT e a sintese da segunda
fita pela RT (Figura-4). Logo que o virus do HIV invade a célula, as enzimas do
complexo de nucleoproteinas tornam-se ativas, o centro do virus se rompe e
entdo o genoma (RNA) comecga a ser transcrito. O processo comeca quando 0s
primers de tRNA se ligam ao sitio de ligacdo especifico (PBS) na regido 5’
terminal do genoma onde a enzima RT inicia a transcri¢gdo do curto DNA (U5&R)
que compreende o LTR (Figura 4-I). O produto deste passo € chamado de
(minus strand strong stop DNA template). A pequena copia de DNA hibridiza com
a regiao R no 3’ terminal do genoma (De Stefano et al., 1991) (Figura 4-II). A
sintese da fita negativa do DNA é continuada, acompanhada pela degradacao
pela RNase de todos os moldes de RNA copiados, exceto os dois curtos tratos
polipurinos (short polypurine tracts - PPT) que sdo usados como primers para a
sintese da fita positiva (Figura 4-III). A sintese da fita positiva comega com o
uso do PPT, localizado proximo ao U3 do LTR 3’, e continua para o final 5’ do
molde, resultando em um produto conhecido como strand positive strong stop
DNA template (Charneau et al., 1991; Chaneau et al., 1992). Este produto
entdo pula para o final 3’ do molde e hybridiza com o PBS complementar como
mostrado na Figura 4-IV. A Transcri¢cdo termina no sinal de terminacéo central
(CTS, localizado proximo do final 3’ da pol). A sintese comeca a partir do trato
polipurino central (cPPT) , localizado no final da regido pol, prossegue para o
final 3' da fita negativa. A sintese das duas fitas é entdo completa no final cego

com um longo terminal repeat am ambas as pontas. (Figura 4-V)
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Figura 4. Sintese de DNA provirus pela Transcricdo Reversa (figura com
pequena modificacéo retirada de Wenfeng & Telesnitsky 2002).
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2.5 CLASSIFICACAO DO HIV

A familia do HIV tem sido classificada em dois virus relacionados
distantemente, HIV-1 e HIV-2, que diferem entre si por 50 a 60% no nivel de
nucleotideos. Estudos iniciais de seqUénciamento do HIV forneceram uma
evidéncia de uma extraordinaria variabilidade genética entre o HIV-1 e HIV-2
(Hahn & Shaw 1986; Srinivasan et al., 1987; Clavel et al., 1986). A analise
filogenética dos dados gerados da sequéncia de nucleotideos de env e gag do
HIV-1 identificaram a existéncia de 3 grupos principais, designados como grupo
M, O, e N do HIV-1, conforme mencionado previamente. Dentro do grupo M, 9
subtipos (A-D, F-H, J e K) diferem entre si na composicdo de aminoacidos em
pelo menos 20% na regido env e 15% na regido gag. Diferencas intrasubtipos
podem ser de até 10%na regido env e até 8% na regido gag (Myers 1994). Estes
subtipos genéticos sdo aproximadamente equidistantes entre si, embora o
subtipo B e D pareca ser relacionado mais proximamente. Grupo O foi
identificado inicialmente em pacientes de Camardo em 1990 (De Leys et al.,
1990), mas a sua epidemia foi relatada datar de antes de 1960 (Josassen et al.,
1997). Em estudos recentes sobre a heterogeneidade do grupo O foram
identificados 5 clusters filogenéticos (A-E), e um isolado inclassificavel (U) com
um nivel de diversidade genética similar aquele do grupo M (Yamaguchi et al.,
2002). A classificacdo das linhagens de HIV existentes até o momento presente

pode ser vistas na Figura-5.
2.5.1 METODOS DE SUBTIPOAGEM DO HIV-1

Os métodos de tipagem e subtipagem do HIV empregam tanto técnicas
moleculares, que comparam diretamente a composicdo de nucleotideos dos
diferentes isolados, quanto um ensaio sorolégico indireto, para identificar

epitopos antigénicos unicos.
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Figura-5 Esquema de classificacdo do HIV

2.5.1.1 ENSAIO DE HIBRIDIZACAO DE SONDA

O ensaio é baseado em um sistema onde os produtos de PCR amplificados
(ssDNA) de uma importante parte do genoma de HIV-1, sdo hibridizados a uma
Unica sonda especifica do subtipo do HIV-1 imobilizada em tiras de membrana
de nitrocelulose ou na superficie de orificios de placas de microtitulacdo por
uma ligacdo biotina-streptoavidina. As reag¢des dos produtos amplificados com
sondas especificas para as regides do HIV podem ser detectadas com um
anticorpo anti-DNA. A ligacdo do anticorpo pode ser detectada entdo por uma
reacdo imunoenzimatica colorimétrica. Este método tem sido relatado ser eficaz
para um rapido screening das variantes prevalentes de HIV-1 por varios estudos
(Rayfield et al., 1998; Subbarao et al., 1998; Plantier et al., 2002). Entretanto, a
alta taxa de evolucédo do HIV-1 e a sua ampla distribuicdo pelo mundo requer

uma definicdo e uma regular re-avaliacdo das sondas adaptadas a um contexto

15



regional. Além disso, este ensaio € baseado na analise de sequéncias curtas de
uma unica regidao de uma relevante parte do genoma de HIV, isto pode resultar

em auséncia de hibridizacdo se um virus recombinante for avaliado.

2.5.1.2 ANALISE DE POLIMORFISMO NO COMPRIMENTO DO FRAGMENTO
DE RESTRICAO (RFLP)

Esta técnica foi desenvolvida baseando-se na analise do RFLP do ORF
gag, uma regido ja usada para distinguir entre diferentes linhagens virais (van

Harmelen, et al., 1999). O método se baseia na identificacdo da endonuclease de



2.5.1.4 SUBTIPAGEM ESPECIFICA POR PCR

Além da deteccdo, o método de PCR foi adaptado para ser usado como
instrumento de tipagem. A escolha da sequéncia de primers € o parametro mais
crucial e deve ser desenhada baseando-se em sequéncias conhecidas. Os
subtipos do HIV podem ser determinados pelo uso de pares de primers que
devem ser capazes de amplificar uma seqUéncia alvo especifica para cada
subtipo e permitam a separacdo de subtipos baseando-se na auséncia ou
presenca de produtos especificos de PCR amplificados, com diferentes
tamanhos, por eletroforese em gel de agarose. O método tem demonstrado ser
eficiente para uma rapida tiragem do subtipo prevalente na Tailandia e muitos
paises do sudoeste asiatico (subtipos CRF AE & B) e na China (subtipos B, C,
CRFO1-AE, CRFO7-BC, and CRF08-BC) (Chen et al., 2002; Wei et al., 2004).
Embora o método seja facil de ser realizado e possa ser aplicado em estudos de

grande escala, ele discrimina poucos subtipos.
2.5.1.5 ENSAIO DE DENATURACAO DO DNA COMBINATORIAL (COMA)

Este ensaio foi descrito por Kostrikis et al., em 1998 e determina subtipos
genéticos do HIV analisando as sequéncias que codificam a regido env. O COMA
se baseia na cinética de denaturacgéo diferencial de heteroduplex longo de DNA.
A técnica trabalha com a combinacdo de produtos referéncia de PCR
amplificados e sequéncias conhecidas de nucleotideos com a complementar
fase-solucdo e DNA marcado antigenicamente com sequéncias desconhecidas
Tais reacdes permitem a formacdo do heteroduplex combinatorial de DNA.
Diferencas na curva de denaturacao da fita heteroduplex de DNA nas aplicacdes
praticas sdo devido a diversidade genética de seqUéncias conhecidas e
desconhecidas. O ensaio pode ser aplicado para uma rapida triagem dos
subtipos de HIV em amostras de grande escala (Robbins et al., 1999). Uma
principal desvantagem do COMA € que ele é menos informativo e deve ser

complementado com outros métodos.
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2.5.1.6 SEQUENCIAMENTO E ANALISE DE DNA

Em contraste com outros métodos de subtipagem, o sequénciamento de
DNA é considerado a subtipagem de HIV de padrdo ouro. Este método tem um
poder discriminatério muito maior para identificar os subtipos de HIV.
Geralmente a técnica comeca com uma amplificacdo por PCR de uma amostra
de DNA dirigida a uma regido genética do HIV de interesse, seguida pela reacao
de sequUénciamento com os produtos do PCR. Os dados gerados do
sequénciamento do DNA podem ser analisados por métodos filogenéticos. O
sistema filogenético é usado para agrupar sequéncias de HIV que possuem uma
origem evolucionaria similar. A historia evolucionaria inferida pela anélise
filogenética €é wusualmente representada como diagrama de ramos que
representam um tipo de estirpe das relacbes herdadas entre as sequéncias
virais. A subtipagem do HIV através das andlises filogenéticas foi descrita
inicialmente em 1992 e revelaram cinco (A-E) e quatro (A-D) subtipos de acordo
com a regidao env e gag, respectivamente (Myers, 1992). Desde entdo, a
classificacdo tem sido continuamente avaliada e atualizada conforme novos

dados de novos isolados virais se tornam disponiveis.
2.5.1.7 SOROTIPAGEM

A determinacgado dos subtipos de HIV pode ser feita indiretamente através
de ensaios de sorotipagem. Os métodos sao baseados da deteccdo de subtipos
especificos de anticorpos direcionados a epitopos codificados na regido
imunodominante da gp4l1 e no C terminal da gp 120 (Zolla-Pazner et al., 1995;
Murphy et al., 1999). Diferentes estudos tém avaliado os ensaios quanto a
execucdo os definem como simples, rapidos e convenientes para estudos em
grande escala (Unutmaz & Littman 1997; Morgado et al.1994; Casseb et al.,
2002). Entretanto, estes ensaios fornecem informacdes limitadas e dao
resultados confiaveis somente quando usados para diferenciar infecgcdes com o

subtipo B do HIV-1 de infeccbes com outros subtipos (Murphy et al., 1999).
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2.6 IMPORTANCIA DA SUBTIPAGEM DO HIV

Embora todos os tipos do HIV sejam similares, todos possam ser
transmitidos por via sexual e parenteral, e causem AIDS na maioria dos
individuos infectados, existem algumas evidéncias de que a classificagcdo do
subtipo possa ser refletida em diferencas fenotipicas. Tais diferencas entre os
subtipos de HIV sdo de importancia clinica ndo somente pela transmisséao viral,
mas também para a resisténcia a drogas e o desenho de vacinas. Os avang¢os no
desenvolvimento do sequénciamento do DNA tém feito esta técnica mais féacil
para determinar a heterogeneidade viral em epidemias nacionais, resolver
epidemias por aplicar a analise filogenética e detectar mutagdes associadas com

resisténcia antiretroviral.

2.7 IMPORTANCIA DO SEQUENCIAMENTO DO GENOMA COMPLETO DO
HIV

Os recentes avancos em sequénciamento de DNA tém feito a
caracterizacdo do genoma completo do HIV factivel e importante. O virus foi
inicialmente classificado em subtipos baseando-se na geracdo de dados de
pequenos amplicons subgendémicos, principalmente dos genes gag e env, 0s
guais ndo necessariamente dao um resultado confidvel na subtipagem genética
do virus, além de néo ser possivel identificar recombinacdes possiveis. Assim,
na auséncia de uma completa caracterizacdo e analise dos subtipos do HIV-1,
nds corremos o risco de gastar décadas fazendo observacdes irrelevantes sobre
linhagens pobremente caracterizadas. Ao invés disso, uma completa e bem
estudada andlise do subtipo genético do virus pode elucidar a relacdo entre a
evolucdo genética e as propriedades bioldgicas do HIV de diferentes regides do
mesmo virus. Tais informac¢des nos permitam uma melhor compreensédo das
mudancas adaptativas que ocorrem durante a evolucéo viral e o efeito destas
mudancas na patogénese. Além disso, a resposta imune a vacinas baseada em

unicos genes, com env tem sido limitada (Connor et al., 1998) e a atencao tem
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sido direcionada para vacinas multivalentes que incorporem multiplos produtos

génicos.
2.8 DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DOS SUBTIPOS DO HIV-1

Os subtipos do HIV-1 e CRFs mostram um forte padréo de distribui¢cdo na
pandemia global (Figura-6). Paises do oeste continuam a apresentar uma
pandemia que € quase exclusivamente o subtipo B em todos os grupos de risco.
A Tailandia originalmente mostrou forte segregacdo dos subtipos entre os
grupos de risco, com transmissao heterossexual devido em grande parte a
CRFO1_AE e a transmissao em usuarios de drogas injetaveis (intravenous drug
users - IDU) devido ao subtipo B; desde entdo CRFO1l_AE tem se tornado
predominante em todos os grupos de risco (Mastro et al., 1997; McCutchan et
al., 2000; Cy et al., 1993). india, Etiopia e Africa do Sul estdo sofrendo uma
explosiva epidemia do subtipo C (Lole et al., 1999; Van Harmelen et al., 1999).
Recombinacdes intersubtipo com o subtipo C sdo comuns na Tanzéania e duas
formas recombinantes de BC, denominadas CRF07_BC and CRF08 BC, estao
circulando entre usuéarios de drogas intravenosas na China (revisto por
Thomson et al., 2002a). Todos os subtipos do HIV descritos até o momento
também foram detectados na Africa sub-Sahara. Os virus do subtipo A sdo mais
prevalentes na regido central e leste da Africa e causaram uma epidemia muito
espalhada em usuarios de drogas intravenosas em paises do Leste Europeu, 0s
antigos formadores da Unido Soviética. Outros subtipos menos frequéntes
incluem principalmente o subtipo D, que ocorre no Leste da Africa, e o subtipo
F, que foi inicialmente descrito no Brasil e na Roménia (Dumitrescu et al.,
1994). As linhagens de HIV predominantes no Sudeste da Asia sdo uma forma
de subtipo B do HIV e podem ser distinguidas daquelas do Oeste por mutacodes

Nno gene env.

O subtipo AZE de HIV foi inicialmente descrito na Tailandia como um
novo subtipo ‘E’. SubseqlUentes analises do genoma completo desta forma

mostraram que ela é recombinante entre o subtipo A e subtipo E. Isolados desta
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linhagem foram entdo denominado subtipo AZE. Como esta linhagem é muito
prevalente na Asia, ela foi uma das primeiras a serem renomeadas na nova

nomenclatura de CRFs. Agora ela é denominada de HIV CRFO1_AE.
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Figura-6. Distribuicdo geografica dos subtipos de HIV-1 em escala global.

2.9 BREVE REVISAO DO HIV-1 NA AMERICA DO SUL E BRASIL

Tem sido estimado que no final de 2003 a América do Sul contabilizava
cerca de 1,6 + 0,3 milhdes (8%) dos 40 + 4 milhdes de adultos e criangcas com
HIV/AIDS no mundo (UNAIDS/WHO 2003). A epidemia esta concentrada entre
pessoas pertencentes a grupos de alto risco, como usuarios de drogas injetaveis
e homens que fazem sexo com homens (men who have sex with men - MSM). Os
subtipos genéticos do HIV mais prevalentes na América do Sul sdo o subtipo B,
BF recombinante e F (Hierholzer et al.,, 2002). CRF12 BF e sua forma
recombinante relacionada sdo amplamente circulantes na Argentina (Carr et al.,
2001; Thomson et al., 2002b).



O Brasil € um dos paises da América Latina que tem sido mais duramente
atingido pela epidemia do HIV e tem o segundo maior niumero de casos de HIV-1
das Américas, depois dos estados Unidos, com um namero estimado de 610.000
casos de HIV/AIDS no final de 2001 (Global AIDS program, 2004). Existe cerca
de 130.000 orfaos da AIDS registrados no pais. A doenca mato por 10.000 vidas
Nno ano passado. O padrdo da epidemia de AIDS no Brasil tem sido similar ao
dos paises industrializados e tem mudado consideravelmente ao longo dos
ultimos anos (Castilho et al., 2000; Brito et al., 2001). A epidemia tem afetado
muitos municipios brasileiros e aumentou significativamente em mulheres,
pessoas pobres e setores marginalizados da sociedade. Em 2000, 59% dos
municipios brasileiros relataram pelo menos um caso de AIDS. Entre 1985 e
2000 a taxa masculina/feminina de infectados mudou dramaticamente de 2571
para 2.5/1. O contato sexual é o modo principal de transmissao para 54% dos
casos de AIDS. O contato heterossexual por si s6é € o modo de infeccdo lider que
mostrou um brusco aumento de 25.8% em 1991 para 56,1% em 2002, seguido
por MSM e IDU. Durante os primeiros anos de epidemia mais de 90% dos casos
eram entre aqueles com pelo menos 11 anos de educacdo formal. Nos anos de
1999/2000, 72% dos casos eram entre aqueles com um maximo de 8 anos de
educacao formal, incluindo pessoas analfabetas (AIDS Epidemiological Bulletin,
2003 BMH/DST/AIDS). Geograficamente, enquanto a prevaléncia do HIV esta
concentrada na regiao Sudoeste, a epidemia se espalhou para todos os estados

no pais.

Um total cumulativo de 55.772 pacientes com AIDS foram diagnosticados
entre os periodos de 1980-2003 no Estado de Sdo Paulo, destes 54.030 eram
adultos e 1.742 eram criancas. O declinio na incidéncia anual da AIDS
observado desde 1999 tem sido substancialmente acelerado nos ultimos trés
anos pelo aperfeicoamento da terapia. A transmissdo da AIDS em Sao Paulo

continua sendo predominantemente por contato sexual.

O subtipo B de HIV é a principal forma genética circulante no pais.

Entretante, a existéncia de pequenas proporc¢cdes de outros subtipos tais como
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F, C, B/C e B/F tem sido constantemente relatadas. (Sabino et al.,, 1994;
Cornelissen et al., 1996; Bongertz et al., 2000; Caride et al., 2000). Estudos da
prevaléncia do subtipo B do HIV no pais indicam que a presenca deste subtipo é
provavelmente o resultado de um iniciador derivante de uma introducéo inicial
seguida por uma rapida expansao da linhagem B com limitada variabilidade. O
subtipo F é considerado o principal subtipo ndo-B circulante no pais. Crescente
incidéncia do subtipo C do HIV foi encontrada no sul e sudeste do Brasil e
representa 30% dos subtipos de HIV circulantes nestas regifes (Soares et al.,

2003).
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3 OBJETIVOS DO ESTUDO

Os objetivos centrais deste estudo foram estabelecer um protocolo para
amplificar e sequenciar o genoma completo das linhagens de HIV-1 circulante
no Brasil. As informacfes geradas foram utilizadas para alcancar os seguintes

objetivos:

» Investigar a diversidade das linhagens de HIV-1 prevalentes no Brasil por
analise dos respectivos genomas completos.

» Descrever a estabilidade da classificacdo original de subtipos ao nivel de
genoma completo

» Fornecer novas informacfes genéticas das variantes de HIV-1 brasileiras
gue podem servir como material de referéncia para pesquisas com HIV e
desenvolvimento de vacinas.

» Investigar a existéncia de CRFs.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AMOSTRAS CLINICAS

Foram selecionadas 22 amostras de pacientes previamente diagnosticados
como infectados por cepas n&do recombinantes de HIV-1. Em todos os casos a
subtipagem do HIV-1 foi baseada na informacdo de seqUéncias parciais das
regides pol e/ou env do genoma. Estas amostras foram coletadas de pacientes
gue residiam em trés diferentes regides do Brasil: Sdo Paulo, Rio Grande do Sul

e Manaus.
4.2 ISOLAMENTO VIRAL

O DNA foi extraido diretamente das amostras de sangue usando-se o Kit
QlAamp Blood Extration (Qiagen, Chatsworth, CA), de acordo com instrucdes do
fabricante. Descrevendo brevemente, a lise foi feita com detergente na presenca
de Proteinase K por 10 minutos a 56° C. O material lisado foi aplicado a uma
coluna contendo uma membrana com silica-gel, centrifugado e lavado. O DNA
purificado foi eluido das colunas em 200 pL de tampao Tris-HCI (10mM, pH 8,0)

e estocado a - 20° C para amplificacdo por PCR.

O procedimento de extracdo de DNA foi realizado sob condicdes criteriosas
laboratoriais para se evitar contaminacdo da PCR. Aliquota de todos os
reagentes, de extracao, pré PCR e as etapas de manipulacdo de pés PCR foram
feitas em ambientes fisicamente separados contendo cabines de fluxo laminar
com descontaminacao Ultra-Violeta. Para testar possivel contaminacdo das
reacoes, foram realizadas extracdes e PCR negativas em todos os experimentos.
Outras medidas de precaucdo foram adotadas, como o0 uso de ponteiras

resistentes a aerosol e materiais plasticos descartaveis.

A concentracdo do DNA gendmico extraido das amostras sob investigagao

foi determinada pela comparacdo das bandas das mesmas em ralagcdo ao
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tamanho e intensidade das bandas do marcador High DNA mass ladder
(Invitrogen), usando-se gel de agarose 0,5 a 1% (Promega). Todo DNA genémico
extraido foi submetido a amplificacdo de um gene para controle interno ([3-
globina) com os primers PC03 e PC04 (Marchioli et al., 1996) para avaliar a

integridade do DNA e excluir a presenca de inibidores de PCR.
4.3 AMPLIFICAQAO DO DNA

NoOs inicialmente tentamos amplificar o DNA proviral do HIV-1 por nested
PCR usando-se os primers e métodos descritos por Thomson et al., 2002b que
resultaria em um conjunto de 4 fragmentos subgendmicos sobrepostos,
denominados A, B, C e D. Entretanto, esta estratégia falhou ao amplificar o
fragmento B de todos os isolados. Entdo, este fragmento foi dividido em dois
sub-fragmentos sobrepostos (B1 & B2) e novos primers internos foram
desenhados especialmente para sua amplificacdo. Os primers usados para
amplificar o genoma completo do HIV estdo descritos na tabela 2. As
caracteristicas e as localizacbes aproximadas dos fragmentos amplificados de
acordo com o sistema de numeracdo de bases da cepa de HIV-1 HXB2 séao

mostradas na figura 7.

As PCRs foram realizadas em duplicata para eliminar possiveis artefatos,
garantindo que os genomas completos sequienciados ndo foram gerados de alvos
de DNA heterogéneos. As reacbes foram preparadas em um volume final de 50
pL, e cada mistura de reacéo continha 0,5 - 1,5 pg de DNA, 0,1 mM de cada
dNTP, 0,2 uM de cada primer, 2,0 mM de MgCl2, 10 mM Tris HCI (pH 8,3) e 0,50
U de Tag DNA polimerase (Invitrogen). A ciclagem térmica foi sempre de inicio
gquente a 94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 94° C por 30 seg, 58,5°C por
30 seg e 72°C por 3 min, e uma extensao final de 72°C por 10 min (Mastercycler

Gradient Thermocycler; Eppendorf Scientific).

Os produtos de PCR de primeiro round (aliquotas de 2 pL) foram
amplificados com os primers de nested sob as mesmas condic¢des. A eficiéncia

da amplificacdo de PCR foi otimizada pela alteracdo da concentracdo de MgClz e
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temperaturas de anelamento usando-se o ciclo de PCR por gradiente
(termociclador Eppendorf).

Tabela-2 Pares de primers usados na amplificagcdo por PCR neste estudo.

Primer | Nucleaotide Sequence (5-37) | Location* | Orientat:
Fragment A

8C-AOS8 | AGATCTGAGCCTGGGAGCTCTCTG G 521-554 Forward?

8C-AOA | TTTATGGCAAATACTGGAGTATTGTATGGA 2711-2740 Reversel

SC-ANS | GCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTG 546-570 Forward?

SC-ANA | CTTTTGGGCCATCCATICCTG 2590-2610 Reverse?

Fragment B-I

8C-BOS | GCTAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTT 2080-2107 | Forward?

IN-BO2R | ABATCACTAGCCATTGCTCTCCA 4284-4306 Rewversel

S8C-BNS | AGCCCCACCAGAAGAGAGCTT 2157-2177 | Forward?

IN-BO1R | CCACTCAGGAATCCAGGTGG 3772-3791 Rewerse?

Fragment B-II

IN-B208 | CTCARGACTT YTGGGAAGTT C 2800-2820 | Forward?

8C-BOA | TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATGT S5242-5267 Rewversel

IN-BO18 | GATGGGTTATGAACTCCATCCTG 3772-3791 Forward?

C-BNA CCCTAGTGGGATGTGTACTTCTGAACTTA 5192-5220 | Rewverse?
Fragment C

8C-COS | TACAGTGCAGGGGAAAGAATAATAGACATAA | 4809-4841 | Forward?

TA

8C-COA | TGTCTGGCCTGTACCGTCAGCG 7831-7852 Reversel

SC-CNS | CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACA 4890-4917 | Forward?

8C-CNA | GCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACC F786-7808 Reverse?
Fragment D

8C-DOS | TTGAACCAYTAGGAGTAGCACCCAC TH696-7720 | Forward?

8C-DOA | AGAGAGACCCAGTACAGGCAAAAGC 9523-9548 Reversel

SC-DNS | ACCAAGGCAAAGAGAAGAGTGGTG T719-7742 | Forward?

8SC-DNA | GTACAGOCAAAAAGCAGCTGCTTATATC 9510-9537 Reverse?

*PosicOes nucleotidicas referentes a cepa HXB2.
-1 primers externos, 2 primers internos.

4.4 DETECCAO DOS PRODUTOS DE PCR

Os produtos do nested foram detectados pela aplicagdo de 2 pL dos
mesmos em 2 - 4 pyL de tampéo de corrida padrao dentro de cada pogo do gel.
Um gel de agarose a 1% para eletroforese foi feito com tampéao Tris borato 0,5X
contendo EDTA. A corrida eletroforética foi a 100 volts por um periodo de 30
minutos, no mesmo tampao. A deteccéo foi realizada pela coloracao do gel com
brometo de etidio (concentracgao final 0,5 pg / mL) e visualizada sob iluminacao

Ultra-Violeta. Os produtos amplificados foram preparados para sequenciamento
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de DNA removendo-se o excesso de primers e dNTPs que sobram na solucéao

utilizando-se o Kit QIAquick PCR purification (Qiagen Inc., Valéncia, CA).

HX : i RSP ARAT, SO 430
HXB2 genomic map 7- : -
l. i Pd | [ Env »”l‘\fcf‘l- I
= (—
A Bl D
2157 791 - T-I
- c
Fragment Location Length bp Proteins
according to HIV-
Luxe2
A 546-2598 2052 pl17.p24,p7/p9,p6,Pr, pS1 RT
B-1 2157-3791 1634 Pr, pS1RT
B-II 3236-5220 1984 pS1RT, pl5SRT, p3lint , Vif
C 4890-7808 2918 p3lInt , Vif, Vpr, Tatl, Revl, Vpu,
gpl120,gp 41
D T719-9537 1818 gp 120,gp 41,Tat2, Rev2, Nef

Figura 7. Diagrama mostrando o mapa de localizacdo dos 5 fragmentos
sobrepostos amplificados relativos as posi¢cdes do HIV-1 cepa HXB2.

4.5 SEQUENCIAMENTO DE DNA

Os produtos de PCR foram diretamente seqguenciados através dos primers
por nés desenvolvidos e outros primers internos publicados (Tabela 3) que
determinam as sequUéncias nucleotidicas de ambas as fitas como mostra a
figura 8. As reacOes de sequénciamento consistiam em 50 - 100 ng de produto
de PCR, 1 pyL de BigDye Terminator (Verséo 2.0; Applied Biosystems), 1,5 pmol
de primer, 3 pL de um tampéao de diluicdo (400mM de Tris HCI, 10mM MqgCly,
pH 9,0) em um volume final de 10 pL. A reacéo de sequénciamento foi realizada
em placas com 96 wells onde a ciclagem consistia em 25 ciclos de 96°C por 10
Seg., 50°C por 5 Seg. e 60°C por 4 min. As reacdes de sequénciamento foram
purificadas pela precipitacdo com isopropanol. Os produtos precipitados foram
ressuspendidos em tampéao de corrida para amostras (Hi-Di Formamide, Applied
Biosystems) e analisados usando-se o0 sistema de eletroforese em capilar ABI
PRISM 3100 (Applied Biosystems).
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Os dados dos fragmentos sequenciados foram editados, alinhados em
sequéncias contiguas numa sobreposicdo minima de 30 pb com uma
combinacdo minima de 99 - 100% e o consenso de ambas as fitas foi formado
pelo programa Sequencher (Gene Code Corp., Ann Arbor, Mich.). Cada critério
de alinhamento previne qualquer sobreposicdo errada de fragmentos se estes
nao derivarem da mesma variante. Todas as sequUéncias foram checadas para
contaminacdo através da procura pelo BLAST contra o banco de dados de

sequéncias de HIV-1 e entre elas mesmas.
4.6 ANALISES DAS SEQUENCIAS

O alinhamento de mualtiplas sequéncias, incluindo sequéncias referencia
representativas dos subtipos A-D, F-H, J e K (http://hiv-web.lanl.gov), foi
realizado pelo programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997) com o parametro
de alinhamento padrao "slow-accurate" e a tabela de peso residual Gonnet250.
As sequUéncias alinhadas foram manualmente editadas e ajustadas para o
tamanho minimo comportado pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor
(Hall 1999).

As lacunas das sequéncias alinhadas foram triadas para a presenca de
recombinacdes padrdes pelo programa SIMPLOT (Lole et al., 1999), um método
gue identifica posicdes putativas de recombinacao pela porcentagem de plotting

visualizada de arvores permutadas ao logo do tamanho de cada sequéncia.

Sequéncias com sugestiva recombinacdo foram comparadas ao painel de
referéncia, e subsequentemente analisadas pela decomposicéo dividida (split
decomposition) para investigar a influencia da recombinacdo na evolucdo de
amostras recombinantes usando-se o SPLITSTREE versdo 3.2 (Huson 1998). A
decomposicao dividida € um método de parciménia que ndo forca os dados em
um ramo bifurcado ou em uma arvore filogenética. O método resulta em uma
arquitetura ou estrutura em rede de n6s como uma indicacdo de recombinacao

inter-subtipo. A analise foi realizada usando-se F84 distance (Maximum
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Likelihood), com igual comprimento das extremidades e 100 bootstrap
replicates. A transformacédo da distancia foi computada pelo Neighbor - Net
network (Bryant & Moulton 2001). O método de filogenia pelo bootscaneamento
foi posteriormente usado para determinar a posicdo dos breakpoints
(Salminem., et al 1995). Para ambos os meétodos (Simplot e Bootscan), as
distancias nucleotidicas foram calculadas em uma janela deslizante de 500 pb
movendo-se em etapas de 20 pb pelo modelo F84 de evolucéo,
transicdo/transversao relacdo 2.0. Um valor de corte de 70% de bootstrap foi
considerado decisivo para atribuicdo do parentesco. Regides recombinantes do
alinhamento determinadas pelos pontos cruzados do bootscaneamento foram

avaliados separadamente por analise filogenética.

O parentesco filogenético foi estabelecido pelo programa MEGA verséo 2.1
(Kumar et al., 2001) e andlise pelo método neighbor joining usando-se o modelo
evolucionario Kimura 2-P e 1000 replicacbes de bootstrap para todas as
sequéncias. Entretanto, existem outros modelos avancados para estimar o
distanciamento genético do HIV, a combinagdo entre neighbor joining e o
modelo Kimura 2-P, aqui usado, tem pequeno efeito na acuracia da construcéao
da arvore (diferenca nucleotidica < 10%). O efeito do modelo Kimura 2-P pode

tornar-se significativo se as sequéncias na arvore exibirem diferencas maiores



Tabela 3: primers usados para sequenciar os 5 fragmentos sobrepostos
cobrindo o genoma inteiro do HIV.

SC-ANS | GCTTCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTG 546-570 Forward
+ 04 CAGTAGCAACCCTCTATTGTGT 1031-1052 | Forward
+ 06 ATCGAGGAAGCTGCAGAATGGG 1406-1426 | Forward
+ 08 TAGAAGAAATGATGACAG 1817-1834 | Forward
+ 10 ACCAGAGCCAACAGCCCC 2145-2162 Forward
-01 ATGCTGAAAACATGGGTA 1295-1312 Reverse
- 03 GAAGGGTACTAGTAGTTC 2264-2281 Reverse
-05 ATTGCTTCAGCCAAAACTCTTGC 1867-1889 Reverse
- 07 GTTCCTGAAGGGTACTAGTAGTTC 1502-1525 Reverse

SC-ANA | CTTTTGGGCCATCCATTCCTG 2590-2610 Reverse

Fragment B
+ 12 GTTGACTCAGATTGGTTGCAC 2519-253%9 | Forward
+ 14 CTCARGACTT YTGGGAAGTT C 2800-2820 Forward
+ 16 GATGGGTTATGAACTCCATCCTG 3236-3258 | Forward
+ 18 CTGGATTCCTGAGTGGGAGTT 3776-3796 | Forward
+ 20 AAATGAACAAGTAGATAAATTAGT 4181-4204 Forward
+ 22 CAATCCCCAAAGTCAAGCGAGT 4658-4678 | Forward

SC-BNS | AGCCCCACCAGAAGAGAGCTT 2157-2177 | Forward
-11 CCATTCCTGGCTTTAATTTTACTGGTA | 2572-2598 | Reverse |
-13 GTATGTCATTGACAGTCCAGC 3301-3321 Reverse
-15 GCATCHCCCACATCYAGTACTG | 2869-2890 Reverse |
-17 CCACTCAGGAATCCAGGTGG 3772-3791 Reverse
-19 AAATCACTAGCCATTGCTCTCCA 4284-4306 Reverse
-21 TAAGATGTTCAGCITGATCTC 4726-4746 | Reverse

SC-BNA | CCCTAGTGGGATGTGTACTTCTGAACTTA 2157-2177 Reverse

Fragment C
+ 26 TGGGTCAGGGAGTCTCCAT 5282-5300 | Forward
+ 28 TGAAGCTGTTAGACATTTTCC 5642-5662 | Forward

SC-CNS | CAAAATTTTCGGGTTTATTACAGGGACA 4890-4917 Forward
+ 32 ACAAATTATAAACATGTGGCAG T7487-7508 Forward
+ 34 TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCCGG | 5957-5986 Forward
+ 36 CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAG 6817-6845 | Forward
+ 38 ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG 6557-6582 Forward
+ 40 CTGTTAAATGGCAGTCTAGC 7002-7021 | Forward
- 25 CTCCATTCTATGGAGACTCC 5290-5309 Reverse
- 27 TCCTGCCCAAGTATCCCC S709-5726 | Reverse
- 29 CCTGCCATAGGAGATGCCTAA 5957-5977 Reverse
- 31 GTACATTGTACTGTGCTGACAT 6946-6967 Reverse

SC-CNA | GCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACC 7786-7808 Reverse
-35 GGGGTCTGTGGGTACACAGGCATGTGT 6435-6461 Reverse
- 37 TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC 7360-7381 Reverse
- 39 CACTTCTCCAATTGTCCCTCA 7648-7668 Reverse |
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Primer | Nucleaotide Sequence (5’-3’) | Location* | Orientat=
Fragment D

+ 42 CTGGAAAACTCATCTTGCACCA 8020-8040 | Forward
+ 44 CCTCTTCAQC TACCQCC 8516-8532 | Forward
+ 46 TTTCCAGTCACACCTCAGQT 8998-9017 | Forward

SC-DNS | ACCAAGQCAAACGAGAAGAGTAGTC 77197742 | Forweard
=41 CCACTCCATCCAQQTCATG 8099-8117 | Reverse
-43 TCCCAGAAQTTCCACAATCCT 8562-8582 | Reverse
- 45 ATTGGTCTTAAAGOTACCTG 9013-9032 Reverse

SC-DNA | GTACAGGCAAAAAGQCAGCTGCTTATATG 9510-9537 | Reverse
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Figura 8: Distribuicdo dos primers usados para sequenciar as fitas
complementares.
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S RESULTADOS

As re-analises dos subtipos de HIV-1 foram determinadas por 22
amostras com genoma completo sequenciado. Nao foi observada evidencia de
contaminacdo durante a pesquisa pelo BLAST, que mostrou divergéncia de 5 a
10% entre cada sequéncia em relacdo aquelas do banco de dados. As ORFs
estavam intactas e abertas em todos os isolados; exceto pela assinatura
truncada no segundo exon rev, caracteristica tipica identificada nas cepas do
subtipo C devido a um stop codon prematuro na posi¢cao 108 (Salminen et al.,
1996; Gao et al.,, 1998; Papathanasopoulos et al., 2002). Todas as amostras
foram previamente caracterizadas em nosso laboratério pelo sequiénciamento do
genoma parcial das regides pol e/ou env que revelaram 6 sequéncias segregando
com o subtipo B, 8 com subtipo F e 8 com subtipo C, como mostrado na tabela
4. A similaridade de plot de genoma completo de todos os isolados revelou que 4
daqueles previamente classificados como subtipo B eram puros e dois eram BF
recombinantes. Dos 8 isolados previamente identificados como subtipo F
apenas dois isolados eram puros e 0s outros 6 BF recombinantes. Além disso,
todos os isolados que inicialmente foram identificados como subtipos C nao
apresentaram evidencia de recombinacdo em todas as analises de seus genomas

completos.
51 ISOLADOS NAO RECOMBINANTES

As arvores NJ foram construidas de isolados que ndo apresentaram
evidencia de recombinacéo pela analise de similaridade de plot. A figura 9
descreve a arvore filogenética de 51 sequéncias de HIV-1 incluindo os 14
isolados do atual estudo e 37 cepas referéncia (Los Alamos database)
representando os subtipos A-D, F-H, J e K. A distancia total computada entre
estes 14 isolados foi de 4,7 - 16,5%, baseado em 8260 nucleotideos. Quatro
isolados agruparam-se com o grupo de referencia do subtipo B (bootstrap de

100%), mostrando distancias nucleotidicas de 6,8 - 8,1%.
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Os isolados 04BR087 e 04BR125 agruparam-se com o grupo de referencia
do subtipo F1 em arvores com bootstrap de 100% e distancias de 6,0 - 8,9%. Os
ultimos oito isolados agruparam-se com cepas do subtipo C, exibindo distancias
nucleotidicas de 4,0 - 8,5%.

Tabela 4: Isolados do HIV-1 que foram caracterizados neste estudo
através do sequénciamento de seus genomas completos

Sample N2 City Isolation year Subtype Identification
Partial genome  Complete genome

ADD AN ANAN o
-9 oL TR WU . ZANO D

04BR005 | S 206735 By .
04BR006 260

04BR0O0S
04BRO11
04BRO13B
04BR033
—|| 04BRO34
04BR042
04BR047
04BR087
04BR125
04BR226
04BR323
04BR13C

| 04BRO38;
e———||| 04BRO73

(& 04BR122,
@, 04BR137
@¢s—+—||| 04BR142

——At I 04BR267. .

Os isolados foram entdo agrupados de acordo com suas referencias e
comparados com base em suas distancias genéticas. A variabilidade genética
maxima entre os virus do subtipo B foi 7,9%, entretanto, os subtipos C e F,
incluindo as cepas brasileiras de referencia F1, variaram acima de 5,3% e 5,5%,
respectivamente. A variacdo média entre todos os trés subtipos foi de 14,9 -
15,5%. Para aumentar o nivel de detalhamento a cerca da segregacdo padrao de
nossos isolados e para definir suas relagdes genéticas com seqUéncias de
referéncia correspondentes de varios paises, outras arvores filogenéticas foram

construidas, independentemente para cada subtipo como mostra a figura 10.
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Figura 9: Relacionamento filogenético gerado pelo genoma completo das
sequéncias de HIV dos 14 isolados brasileiros identificados neste estudo
(marcados com circulo). As sequéncias nucleotidicas foram comparadas com
cepas referencia do subtipo A-D, F-H, J e K (http://hiv-web.lanl.gov). A Arvore
enraizada foi construida pelo método de neighbor joining, com distancias
nucleotidicas calculadas pelo modelo Kimura 2-P e 1000 replicagbes. O SIV
CPZGAB foi usado como grupo de fora para enraizar a arvore. A barra de escala
representa 0,01 substituicdo nucleotidica por sitio.

Isolados do subtipo B e uma sequéncia da Argentina formaram um ramo
separado suportado por um valor de bootstrap de 59% (Figura 10-A). A
pequena distancia interisolados (0,0 - 1,3%) entre as sequéncias de um mesmo
pais foi observada nas cepas espanholas, onde todas as sequéncias formaram
um uUnico ramo suportado por um valor de bootstrap de 100%. Entretanto, as

sequéncias do subtipo B da Argentina e Colémbia apresentaram uma alta
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distancia interisolados com um valor maximo de 10,8%. Além disso, as arvores
NJ das sequéncias de genoma completo dos subtipos F identificados neste
estudo mostraram forte segregacéao (bootstrap de 100%) com as cepas referencia
do subtipo F brasileiro (Figura 10-B). As distancias genéticas foram calculadas
com base na existéncia de um pequeno numero de sequUéncias de genoma
completo do subtipo F disponiveis no banco de dados. Os resultados mostrados
das distancias genéticas médias entre nossos isolados e as cepas da Finlandia,
Bélgica e Franca foram 7,2%, 7,5% e 8,9%, respectivamente. Os isolados do
subtipo C, incluindo todas as cepas de referencia brasileiras de subtipo C
genoma completo, agruparam-se no mesmo ramo monofilético, como mostra a
figura 10-C, suportado por um valor de bootstrap de 100%. As distancias
nucleotidicas interisolados de nossas cepas de subtipo C foram computadas e
comparadas cepas de referencia de subtipo C de outros paises. Os resultados
mostraram que nossos isolados diferem das cepas de subtipo C da Etidpia,
india, Tanzania, Botswana e Africa do sul com distancias nucleotidicas de 8,8%,
8,4%, 8,6%, 8,9% e 8,5%, respectivamente, indicando que todos sdo diferentes
das cepas de subtipo C globalmente circulantes. A pequena distancia
interisolados entre sequéncias de um unico pais (3,9%) foi observada em cepas
de subtipo C indianas. Uma alta distancia genética interisolados dentro de um

mesmo pais foi detectada entre isolados da Etidpia (8,3%) e de Botswana (8,2%).

Para testar a estabilidade da segregacdo monofilética de nossos isolados
de subtipo C e F, arvores NJ foram independentemente construidas usando-se
as sequéncias de gag, pol e env do HIV-1 das mesmas cepas de referencia como
descrito nas figuras 11 (A & C) e 12. A habilidade dos isolados do subtipo C
brasileiros para formar um ramo distinto permaneceu inalterada em todas as
trés regides e apresentou resultados consistentes com aqueles obtidos através

de arvores de genoma completo.

As arvores subgenomicas dos isolados do subtipo F identificados neste
estudo revelaram agrupamento, na regido gag, com as sequéncias referencia de

subtipos F brasileiros suportado por um valor modesto de bootstrap (65 - 69%)),
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como mostrado na figura 12. Entretanto, as analises das regides pol e env

revelaram um ramo monofilético, como observado na arvore de genoma

completo, altamente suportado por bootstraps de 99% e 100%, respectivamente.
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Figura 10(A): Arvore filogenética do HIV-1 subtipo B baseada no genoma completo
usando-se 0 método de neighbor joining. Sequiéncias completas publicadas previamente que
representam o subtipo B de varios paises, marcados de acordo com suas origens, foram
obtidos do banco de dados (http://hiv-web.lanl.gov) e usadas para comparar com as 4
sequéncias de subtipo B geradas neste estudo (indicado com circulo). Os valores de
bootstraps foram aplicados nas arvores usando-se 0 modelo Kimura 2-P e 1000 replicacfes
de bootstrap. A barra de escala representa 0,01 substituicdo nucleotidica por sitio.
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10(B): Arvore filogenética do HIV-1 subtipo F baseada no genoma completo
usando-se o0 método de neighbor joining. Sequéncias completas publicadas
previamente que representam o subtipo F de varios paises, marcados de
acordo com suas origens, foram obtidos do banco de dados (http://hiv-
web.lanl.gov) e usadas para comparar com as 2 sequéncias de subtipo F
geradas neste estudo (indicado com circulo). Os valores de bootstraps
foram aplicados nas arvores usando-se o modelo Kimura 2-P e 1000
replicacdes de bootstrap. A cepa HXB2 de HIV-1 foi usada como grupo de
fora A barra de escala representa 0,01 substituicdo nucleotidica por sitio.
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Figura 10(C): Arvore filogenética do HIV-1 subtipo C baseada no genoma completo
usando-se 0 método de neighbor joining. Sequéncias completas publicadas previamente que
representam o subtipo C de varios paises, marcados de acordo com suas origens, foram
obtidos do banco de dados (http://hiv-web.lanl.gov) e usadas para comparar com as 8
sequéncias de subtipo C geradas neste estudo (indicado com circulo). Os valores de
bootstraps foram aplicados nas arvores usando-se 0 modelo Kimura 2-P (e 1000 replicacfes
de bootstrap). O SIV CPZGAB foi usado como grupo de fora para enraizar a arvore. A barra
de escala representa 0,01 substituicdo nucleotidica por sitio.
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Figura 11 (A): Parentesco filogenético da estrutura de leitura completa de gag
do subtipo C. NJ e Kimura 2-P foram usados para computar a matriz de
distancia. Os valores nos ramos indicam as porcentagens de bootstrap com
1000 replicagdes (apenas bootstraps maiores ou iguais a 70% sao mostrados).
As arvores foram enraizadas usando-se a cepa HXB2 de HIV-1. Os 8 isolados

brasileiros sao indicados pelo circulo azul. O tamanho dos ramos estdo
descritos na escala.
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Figura 11 (B): Parentesco filogenético da estrutura de leitura completa de pol do
subtipo C. NJ e Kimura 2-P foram usados para computar a matriz de distancia.

Os valores nos ramos indicam as porcentagens de bootstrap com 1000
replicacdes (apenas bootstraps maiores ou iguais a 70% sao mostrados). As
arvores foram enraizadas usando-se a cepa HXB2 de HIV-1. Os 8 isolados

brasileiros sdo indicados pelo circulo azul. O tamanho dos ramos estdo
descritos na escala.
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Figura 11 (C): Parentesco filogenético da estrutura de leitura completa de env
do subtipo C. NJ e Kimura 2-P foram usados para computar a matriz de
distancia. Os valores nos ramos indicam as porcentagens de bootstrap com
1000 replicacdes (apenas bootstraps maiores ou iguais a 70% sado mostrados).
As arvores foram enraizadas usando-se a cepa HXB2 de HIV-1. Os 8 isolados
brasileiros sao indicados pelo circulo azul. O tamanho dos ramos estdo
descritos na escala.
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Figura 12: Parentesco filogenético da estrutura de leitura completa de gag (A). pol
(B) e env (C) de subtipo F. NJ e Kimura 2-P foram usados para computar a
matriz de distancia. Os valores nos ramos indicam as porcentagens de
bootstrap com 1000 replicagdes (apenas bootstraps maiores ou iguais a 65%
sao mostrados). As arvores foram enraizadas usando-se a cepa HXB2 de HIV-1.
Os 8 isolados brasileiros sao indicados pelo circulo azul. O tamanho dos ramos
estéo descritos na escala.
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52 EVIDENCIA DE RECOMBINACAO VIRAL

Os dados da analise por similaridade de plot sugeriram que oito isolados
previamente caracterizados como subtipos B e F possuiam produtos de eventos
evolucionarios de recombinacédo entre os subtipos B e F (Figura 13). Os isolados
04BR033, 04BR042, 04BR047 e O04BR226 exibiram tamanhos iguais de
fragmentos alternados de B e F em seus genomas. Para confirmar estes
resultados, os isolados foram posteriormente submetidos a analise por
decomposicao dividida (split decomposition), baseada no alinhamento de seus
genomas completos (Figura 14-A). A arquitetura da rede mostrou no grafico
dividido (split graph) eventos de recombinacdo que se alternam entre subtipo B
e F, consistente com os resultados apresentados pela analise de similaridade de
plot. A porcentagem das distancias (fit index), demonstrada pelo gréafico, foi de
98,8% indicando a veracidade do dado. Duas outras arvores divididas (split
trees) independentes foram construidas para os isolados 04BR005 e 04BR006
usando-se as regides superiores (upstream) e inferiores (downstream) das
extremidades 5 das sequéncias dos breakpoints como definido pelo SIMPLOT.
Novamente, os resultados dos dois isolados providenciaram forte evidencia para
evolucdo da rede entre os subtipos B e F, suportados por um alto valor de
bootstrap (Figura 14 B & C). Os fit index do grafico computado foram de 97,9%
e 97,4% para os isolados 04BR0O05 e 04BR0O06, respectivamente.

Nés entdo nos dedicamos a explorar inteiramente as estruturas em
mosaico para identificar de maneira acurada as posi¢cfes de sitios cruzados pelo
escaneamento de todas as sequéncias contra um painel de cepas referencia de
subtipos conhecidos usando-se analise de bootscan (Figura 15) e maximizacao

de x2 entre os sitios informativos (Robertson et al 1995).
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Figura 13: Analise de similaridade de plot dos genomas completos dos 8 virus
BF recombinantes comparados com sequéncias referencia dos subtipos de HIV-
1 do banco de dados. As distancias foram computadas apdés remocdo dos gaps
usando-se o0 modelo de substituicdo ML. Foi usada uma janela deslizante de
500pb movendo-se em etapas de 20 nt com 100 replicacbes dos dados.
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Figura 14: A analise da decomposicdo dividida (split decomposition). (A) Rede construida a
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Estas andalises mostraram que dois isolados, 04BR0O05 e 04BR0O06, eram
subtipo B na maior parte de seus genomas. O isolado 04BRO05 possui um
pequeno fragmento do subtipo F na extremidade 3" da gpl20 e inicio da
extremidade 5" da gp41 ao passo que 04BR0O06 mostrou pequeno alongamento
(321nt) do subtipo B na extremidade 5" da proteina p24 de gag (Figuras 15 e
16). Os isolados 04BR033, 04BR047, 04BR226, 04BR034 e 04BR323
compartilharam um sitio comum de cruzamento localizado entre as posicoes
430 - 528nt downstream do codon de iniciacdo ATG de gag, correspondente a
extremidade N terminal da proteina p24 de gag. Os mesmos isolados, exceto
04BR033, compartilharam outros pontos cruzados ao redor das posi¢cdes 275 -
335nt relativas ao codon de iniciacdo de nef. Além disso, as cepas 04BR047 e
04BR226 apresentaram homologias substanciais em seus padrfes de mosaico e
compartilharam quatro pontos cruzados em posicdes aproximadamente
idénticas como mostrado na figura 15 F & G. A analise filogenética dos
fragmentos individuais entre os pontos de quebra (breakpoints) mostrou forte
associacao destes isolados em relacdo aos subtipos relevantes de referencia,
mas ambos ndo apresentaram segregacao (Figura 17). Outra surpreendente
similaridade de recombinacdo foi observada entre os isolados 04BR034 e
04BR323, que exibiram 3 de 4 breakpoints em posi¢des idénticas (Figura 15 D
& H). Como descrito na figura, os dois isolados foram, na maior parte de seus
genomas, do subtipo F com trés alongamentos dispersos de subtipo B. Para
confirmar este fato, geramos arvores filogenéticas usando-se as regifes de
sequéncias definidas pelos sitios cruzados putativos (Figura 18). A analise
exploratéria das arvores mostrou forte segregacdo de ambas as cepas com o0s
subtipos correspondentes tendo um suporte estatistico superior a 85% em todos
os fragmentos. Além disso, as analises também identificaram os dois isolados
como sequéncias parentais suportados por valores de bootstrap de 99 -100% na
maioria das regides. As duas cepas agruparam-se em um ramo suportadas por
um valor estatistico de 75% e 77% no primeiro e terceiro fragmento,

respectivamente (Figura 18). Baseado nestes resultados de bootscan e analises
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filogenéticas exploratdrias, nos concluimos que estas cepas (04BR034 e
04BR323) sdo descendentes de um unico virus quimeérico e talvez represente
um novo CRF. As regides recombinantes putativas detectadas em outros
isolados foram também investigadas pela filogenia de Neighbor joining que
gerou os mesmos resultados apresentados pelos métodos de split decomposition
e bootscan. Uma comparacdo de todas as regides de pontos de quebra na
estrutura genbmica dos isolados recombinantes identificados neste estudo
foram resumidos na Tabela 5. NOs objetivamos confirmar os pontos de quebra
identificados em todo o genoma recombinante putativo usando-se analise de
sitios informativos. Os resultados desta analise foram perfeitamente
concordantes com aqueles obtidos a partir do bootscaneamento e arvores
exploratdrias e provaram ser altamente significativos em cada regido (p <0,005).
A diversidade genética entre os recombinantes e seus parentes foram
computadas e geralmente mostraram distancias relativamente baixas na
maioria dos fragmentos caracterizados como subtipo F em comparagdo com
aqueles identificados como subtipo B (Tabela 5). Além disso, os isolados que
mostraram estrutura genética idéntica também compartilharam similaridade
significativa na maioria das regides, indicando que eles sdo descendentes de um

Unico ancestral recombinante comum.

As categorias recombinantes de todos os isolados identificados neste
estudo foram comparadas com todas as sequéncias BF publicadas incluindo
CRF 12_BF, na tentativa de encontrar estrutura genética similar. A analise nao

definiu nenhuma similaridade em comum aos nossos isolados recombinantes.
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Figura 15: Analise de bootscan dos genomas completos dos 8 virus BF
recombinantes comparados com sequéncias referencia dos subtipos de HIV-1 do
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Tabela 5: Resultados das Analises dos pontos de quebra das 8 sequéncias

putativas.
Region  Nucleotide Subtype Genetic Pvalue®
relative to length difference
HXRB2 * (%) "
4BRO0S  788-6535 5520 B 5.1-6.5 <0.005
6536-7786 1078 F1 6.6-12.3 <0.005
TIRR-9458 1529 B 0.5-11.6 <0005
MBRO0G  788-1297 474 B 7.1-10.8 <0.005
1298-1618 321 F1 3.8-59 <0.005
1619-9458 7271 B 7.3-9.0 <0.005
4BR0O33  788-1313 491 B 6.0-10 <0.005
1314-4068 2716 F1 4.0-7.2 <0.005
4069-4885 811 B 3.5-53 <0.005
4887-5485 598 Fl1 4.7-8.0 <0.005
5486-9458 3486 B B8.3-12.2 <0.005
4PR034  788-1310 488 B 7.8-10.4 <5.005
1311-4190 2797 Fl 4.5-08.0 <0.005
4191-4870 680 B 4.1-06.0 <D.005
4871-906% 3746 Fl 7.4-9.1 <D.005
0070-9458 KKK) B 10.7-13.5 <0.00%
MBR04Z  788-1155 332 B 06.0-08.7 <0.005
1156-55%4 4357 F1 5.6-8.2 <0.005
5595-9458 3348 B 0.4-11.6 <0.005
MBR047 788-1279 457 B 5.5-10.4 <0.005
1280-577% 4413 Fl 3.7-6.7 <0.00%
5780-8675 2485 B 7.6-12.8 <0).005
8676-9063 319 F1 5.6-113 <0.00%
0064-9458 338 B 5.9-99 <0.005
04BR226 788-1254 432 B 6.3-10.0 <0.005
1255-5500 4160 F1 3.8-6.5 <0.005
5501-8675 2764 B B.6-12.4 <0.005
8676-9141 393 Fl 6.2-11.5 <0.005
0142-9458 261 B 8.6-13.5 <0.005
4BR323 788-1310 488 B 7.6-11.2 <0.005
1311-4100 2707 Fl 5.3-8.0 <0.005
4101-4870 770 B 4.0-6.0 <0.005
4871-9069 3740 F1 6.6-8.6 <0.005
9070-9458 334 B 09-13.5 <0.005

Posicdes nucleotidicas referentes a cepa HXB2.
As distancias genéticas das sequéncias entre os pontos de quebra foram
computados pelo Kimura-2P.
O valor de P do sitio entre os pontos de quebra foram calculados usando-se

o teste exato de Fisher.
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53 CARACTERISTICAS DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

As caracteristicas dos aminoacidos, suas seqUiéncias de sitios e dominios
funcionais importantes conservados, foram estudadas ao longo do genoma
completo de nossos isolados. Sequéncias nucleotidicas de cada gene foram
traduzidas em aminoéacidos e comparadas com sequéncias correspondentes de
consensos de aminoacidos do grupo M e HXB2. A maioria das sequéncias de
aminoéacidos da regidao gag NLS (Nuclear Localization Signal), critica para o
estabelecimento da infeccdo por HIV nas células T quiescentes e macrofagos,
foram altamente conservadas em nossos isolados (Figura 19). Nenhuma
diferenca foi detectada em regides de maior homologia, exceto para 0 virus
encontrado no paciente 04BR021, onde a treonina foi substituida por cistina.
As sequéncias foram altamente conservadas nos dois zinc finger motifs que
flanqueiam os dominios béasicos no nucleocapsideo /p7 da proteina gag,
indicando a formacao perfeita das particulas virais maduras. Tanto dominio L
(PTAPP) localizado proximo ao N terminal de p6, como o outro (LXXLF)
localizado proximo ao C terminal, conhecido por desempenhar um papel vital na

saida do virus (Skinner et al., 1988), estavam absolutamente conservados.

Os residuos da protease que sao importantes para 0S mecanismos
cataliticos, formacdo de dimeros e ligagdo ao substrato estavam todos
conservados (Figura 20). Os polimorfismos de aminoacidos no gene da protease
(M361, R41K e HG69K) (Velazquez-Campoy et al., 2001) que s&o sempre
encontrados nas cepas de HIV subtipo C foram detectadas nos virus de subtipo
C de nossa amostragem, exceto o polimorfismo na posicdo 41 que recentemente
tem sido relatado como K41N, caracteristica especifica do subtipo C brasileiro,
em associacdo ao K37N (Soares et al., 2003). Os residuos de aminoacidos que
constituem os sitios de clivagem da protease tanto na regidao da protease como
na RT estavam altamente conservados. O motivo YMDD, critico para a atividade
catalitica da RT (Gottlinger 1991), estava presente e bem conservado em todas

as sequéncias bem como no motivo HHCC da integrase (zinc finger like motif).
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