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Apresentag¢do

Apresentacio

Meu interesse pela ciéncia despertou-se cedo, durante a infancia, na forma de
livros, revistas e documentarios que me auxiliaram a descobrir e compreender melhor o
mundo ao meu redor. Toda a minha curiosidade e nostalgia influenciaram a minha
escolha pelo curso de graduagdo em Ciéncias Bioldgicas. Ja dentro da Universidade,
uma 4area intrigante e apaixonante me chamou ateng¢do, a Virologia.

Em Agosto de 2000, iniciei um estagio em Virologia, com a professora
Claudia Renata Fernandes Martins, na Universidade de Brasilia. A realizacdo de trés
projetos de iniciacdo cientifica pelo programa PIBIC (CNPq), em Virologia Molecular,
todos sob orientagdo da professora Claudia Renata Fernandes Martins, foi essencial para
a minha decisdo em me especializar nessa area.

Este trabalho faz parte de uma das linhas de pesquisa em Virologia
desenvolvidas pelo nosso grupo na Universidade de Brasilia. Nossos trabalhos tém o
objetivo de tragar o perfil da variabilidade genética de virus como HIV, HCV, HPV ¢
Rotavirus no Distrito Federal. Os dados obtidos em nossas pesquisas, apesar de
modestos, podem ser bastante relevantes para o controle das infecgdes causadas por
esses virus.

Os objetivos deste trabalho consistem em caracterizar a variabilidade das
formas genéticas do HIV-1 que circulam no Distrito Federal e a variabilidade dos
epitopos antigénicos encontrados nessa regido. Essas informacdes podem ser relevantes
para o desenvolvimento de vacinas efetivas € para a compreensao da epidemiologia do

HIV-1.



Resumo

Resumo

O HIV-1 ¢ caracterizado por uma ampla diversidade genética, que possui
implicagdes na epidemiologia da AIDS em uma dada regido geografica. O objetivo
deste estudo foi descrever a variabilidade intersubtipo e intra-subtipo dos isolados do
HIV-1 circulantes no Distrito Federal, regido Central do Brasil. Cinqlienta e trés
amostras de RNA do ano de 2002, cedidas pelo Laboratorio Central de Saude Publica
do Distrito Federal, foram transcritas reversamente. Os cDNAs foram amplificados por
nested PCR para a obten¢do de um fragmento de 564 pb, equivalente a regido C2/C3 de
env. Os produtos de PCR foram submetidos ao seqiienciamento automatico e as
seqiiéncias obtidas foram analisadas pelo programa REGA. Os subtipos identificados
foram o B, presente em 51 (96,2%) das 53 amostras, um isolado F1 (1,9%) e um isolado
B/F (1,9%). As analises filogenéticas realizadas pelo método de méxima
verossimilhanga foram 100% concordantes com os resultados obtidos pelo programa
REGA. A caracterizagdo das formas genéticas do HIV-1 foi também realizada a partir
das regides gendmicas: RT, PR, nef e gag, para melhor avaliar a diversidade genética
dos isolados do HIV-1. Foi observada a ocorréncia de oito (15%) amostras discordantes,
todas recombinantes B/F. As seqiiéncias de aminoacidos preditas de 41 isolados foram
analisadas para a caracterizagdo da variabilidade genética e antigé€nica intra-subtipo.
Dentre os isolados do subtipo B, foi encontrada uma alta heterogeneidade do
tetrapeptideo localizado no topo do /oop V3. O mais prevalente foi o motivo GPGR
(50%) tipico dos isolados norte-americanos/europeus, seguido pelo variante brasileiro
B> GWGR (10%), pelos motivos GFGR (7,5%) e GPGK (7,5%) e GLGR (5%). Outros
8 polimorfismos foram descritos: GPGN, GPGA, GPGY, GQGR, GPGS, ALGR,
APGG, GPGH. Os motivos GPGY e ALGR ndo estdo relatados na literatura.
Aminoacidos de carga positiva nas posigdes 11 e/ou 25, do loop V3, também foram
avaliados. Residuos positivos nessas posicdes foram observados em 22% dos isolados,
sugerindo o fendtipo X4 e indutor de sincicios. O loop V3 de env possui importancia na
indugdo de anticorpos neutralizantes e no reconhecimento do co-receptor € a presenga
de variabilidade neste dominio pode ter implicacdes no desenvolvimento de vacinas e
na resposta imune do HIV-1. Este estudo pretendeu contribuir para a compreensao dos
polimorfismos genéticos do HIV-1 no Brasil, e pode ser util para o planejamento do uso

de vacinas anti-HIV-1 no Distrito Federal.



Abstract

Abstract

The HIV-1 is characterized by a high genetic diversity. Such diversity has
potential implication on the local epidemiology of AIDS. This work aimed to describe
the inter-subtype and intra-subtype variability of HIV-1 isolates circulating in the
Federal District, Central Brazil. Fifty-three RNA samples, of the year 2002, from a
Public Health Laboratory of Federal District were reversely transcribed.
Complementary DNA were amplified by nested PCR to obtain a fragment of 564 bp,
corresponding to the env C2/C3 region. The PCR products were automatically
sequenced. The sequences obtained were analyzed by the REGA. Subtypes identified
were B 53 (96.2%), F 1 (1.9%) and B/F 1 (1.9%). Phylogenetic analysis based on the
C2/C3 env DNA sequence from the HIV-1 isolates analyzed was 100% concordant with
REGA results. These data were complemented with the subtype characterization based
on gag, pol and nef, to evaluate the genetic diversity of HIV-1 isolates in this
geographic region. We observed discordance in 8 samples (15%), all presented mosaic
genomic B/F forms. The amino acid sequences of 41 HIV-1 isolates were analyzed for
the genetic and antigenic intra-subtype diversity. High heterogeneity was observed at
the tetrapeptide on tip of the V3 loop in the subtype B variants. The most prevalent was
the GPGR (50%) typical in the U.S./European strains, followed by the Brazilian variant
B’(GWGR), (10%), the GFGR (7.5%) and GPGK (7.5%) motifs and the GLGR motif
(5%). Other V3 variants were found in 8§ isolates (20%): GPGN, GPGA, GPGY,
GQGR, GPGS, ALGR, APGG, GPGH. The tetrapeptide sequences GPGY and ALGR
were not previously described in the literature. Amino acids with positively charge at
the position 11 and/or 25, at the V3 loop, were also analyzed. It was observed that 22%
of the HIV-1 isolates presented charged residues at these positions, suggesting a X4 and
syncytium-inducing profile. As the V3 loop is considered to be important for
neutralizing antibodies and corecpetor recognition, the presence of such variability in
this genomic region may have considerable implications on vaccine design and immune
response. This study may contribute to the understanding of HIV-1 genetic
polymorphism in Brazil, and may prove useful for the development of appropriate anti-

HIV vaccines in the Federal District.
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Lista de Siglas e Abreviaturas

AIDS - sindrome da imunodeficiéncia
adquirida

AZT- zidovidina

BLAST- basic local alignment search tool
cDNA — DNA complememtar

CDC- centers for disease control and
prevention

CRF - forma recombinante circulante

CTL - linfocitos T citotoxicos

DF- Distrito Federal

DNA- acido desoxirribonucléico

HAART - terapia anti-retroviral altamente
ativa

HIV- virus da imunodeficiéncia humana
HIV-1 - virus da imunodeficiéncia tipo 1
HIV-2 — virus da imunodeficiéncia tipo 2

HMA- heteroduplex mobility assay
HTLYV - human T-liymphotropic virus

IAVI- International AIDS  Vaccine
Initiative

ICTV — The International Committee on
Taxonomy of Viruses

IN- integrase

kD- kilodalton

LACEN-DF- Laboratorio Central de Saude

Publica do Distrito Federal

LTRs — long terminal repeat sequences
NSI- fenétipo ndo indutor de sincicios
OMS - organiza¢do mundial de satde

Pb- pares de base

PCR - reacdo em cadeia da polimerase
PR- protease

RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism

R5- virus que utilizam CCRS5 como co-
receptor
R5/X4- virus que utilizam CCRS5 e
CXCR4 como co-receptor

RNA- 4cido ribonucléico

RRE- elemento de resposta a Rev

RT- transcriptase reversa

SI- fenotipo indutor de sincicios

SIV- simian immunodeficieny virus

SU- proteina de superficie

TM- proteina transmembrana

X4- virus que utilizam CXCR4 como co-

receptor
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Revisdo Bibliogrdfica

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Introducao

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ¢ o agente etiologico da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (acquired immune deficiency syndrome — AIDS) em
humanos. Essa doenga se caracteriza por imunossupressao acompanhada de infecgdes
oportunistas, ou pela ocorréncia de um cancer raro, o Sarcoma de Kaposi. A infeccdo
pelo HIV ¢ cronica e a progressao da doenga ¢ lenta (Prusiner, 2002).

Os primeiros casos da doenca foram relatados em 1981, e logo a epidemia
ganhou proporg¢des mundiais. O grau de morbidade e mortalidade causados pelo HIV, o
impacto global da infec¢do sobre a economia e sobre os recursos no atendimento aos
portadores do virus sdo enormes, e continuam crescendo. Segundo dados do Joint
United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS-WHO) de dezembro de 2005,
mais de 25 milhdes de pessoas ja morreram com AIDS desde seu primeiro relato, no
inicio da década de 80, e, atualmente, cerca de 40 milhdes de pessoas vivem infectadas
com o virus em todo mundo.

Tais numeros apenas enfatizam a importancia dos esforcos para o controle e
combate a AIDS, ja que ainda ndo existe uma imunizag@o profilatica ou cura para essa
enfermidade. No entanto, avancos importantes ja foram conseguidos. Com auxilio da
pesquisa basica, foi possivel desvendar a causa da AIDS, isolando e identificando seu
agente causador, o HIV, em 1983. Atualmente, se conhecem pelo menos dois tipos de
HIV: o HIV-1 e 0 HIV-2. O HIV-1, o tipo mais virulento, ¢ responsavel pela pandemia
da AIDS. O HIV-2, além de ser menos patogénico, é restrito ao oeste da Africa (van
Regenmortel ef al., 2000; Wigg, 2002).

Desde o isolamento do virus, varias descobertas sobre a biologia do HIV-1
permitiram a elucidagdo das vias de transmissdo, além do desenvolvimento de testes
sorologicos e de drogas antivirais, que sdo cruciais no controle da infec¢do pelo virus,

até que seja possivel a obtengdo de uma vacina eficaz (Gallo & Montagnier, 2002).

15



Revisdo Bibliogrdfica

1.2. Historico

Os primeiros relatos de casos de AIDS surgiram em 1981 e eram relacionados a

homens que faziam sexo com outros homens. A imunodeficiéncia era associada ao
aparecimento de um tipo raro de cancer, o Sarcoma de Kaposi, ¢ de uma série de outras
infec¢des oportunistas que afetavam os individuos infectados. Logo um grande nimero
de casos da doenca foi registrado e a AIDS atingiu propor¢des epidémicas. O
surgimento de casos em diferentes populagdes, incluindo homens heterossexuais,
usuarios de drogas, hemofilicos, criancas e receptores de transfusdes de sangue
levaram a identificagdo de um mesmo agente etiologico, que era transferido através de
fluidos corporais das pessoas infectadas (Prusiner, 2002).

A identificacdo e o isolamento do HIV-1 envolveu esforcos de dois grandes
grupos de pesquisas. O primeiro, liderado por Luc Montagnier e seus colegas, do
Instituto Pasteur, em Paris. O segundo, comandado por Robert Gallo, do Centro para
Controle e Prevengdo de Doencas (Centres for Disease Control and Prevention - CDC),
dos Estados Unidos. Além disso, varias descobertas da época foram cruciais para o
isolamento do HIV, tais como, o isolamento da enzima trancriptase reversa
(Baltimore,1970; Temin & Mizutani, 1970) e a descoberta da interleucina-2 (Morgan et
al., 1976), fator de crescimento essencial a cultura de células de linfocitos T necessarias
areplicacao do HIV in vitro (Prusiner, 2002).

Luc Montagnier estudava os retrovirus causadores de cincer em humanos
quando do surgimento da AIDS, em 1982, resolveu pesquisar a causa da doenca, devido
a hipotese levantada por Robert Gallo de que essa enfermidade seria provocada por um
retrovirus. A partir de uma amostra da bidpsia de um paciente com linfadenopatia,
Montagnier e sues colaboradores fizeram um cultivo de linfocitos T. Em janeiro de
1983, foram descobertos no cultivo tragcos de transcriptase reversa, enzima presente
apenas nos retrovirus, o que confirmou a hipdtese de Gallo. Esse virus foi, entdo,
isolado e denominado de virus associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty asociated
virus — LAV) (Montagnier, 2002).

Simultaneamente, o grupo de pesquisa de Gallo também estudava os retrovirus e
foi o primeiro a isolar o HTLV (human T-liymphotropic virus — HTLV), virus causador
de leucemia em humanos. Ele defendia a hipdtese de que a AIDS era causada por um
virus da mesma familia do HTLV, pois o0 modo de transmissdo era o mesmo e ambos se
replicavam em linfécitos T. Sua equipe isolou um novo tipo de virus linfotropico de

célula T em humanos e o denominou de HTLV do tipo IIIl. No entanto, o agente
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etiologico da AIDS possuia vdrias caracteristicas distintas dos virus da familia HTLV.
Esses nao lisam linfocitos e sim provocam a sua imortalizacdo. Assim, era pouco
provavel que a grande queda no niimero de células T fosse provocada por um HTLV.
Posteriormente, foi comprovado que os dois grupos de pesquisa haviam descrito o
mesmo virus. Em 1984, um outro pesquisador, Jay Levy e seus colaboradores da
Universidade da Califérnia, isolaram o virus a partir de individuos assintomaticos,
indicando o estado de portador do virus, ¢ denominando-o de retrovirus associado a
AIDS (AIDS-associated retrovirus - ARV). Nesse mesmo ano a relacdo do HIV como
agente etiologico da AIDS foi aceita pela comunidade médica e cientifica (Gallo, 2002;
Montagnier, 2002; Prusiner, 2002).

Em 1986, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International
Commitee on Taxonomy of Viruses — ICTV) recomendou a utilizagdo da denominagdo
de virus da imunodeficiéncia humana (Human immunodeficiency virus — HIV). Ainda
em 1986, um outro tipo de HIV foi isolado e denominado virus da imunodeficiéncia do
tipo 2, Human immunodeficiency virus type 2 — HIV-2. Esse virus também causa a
AIDS, no entanto, de uma forma mais branda e restrita ao oeste da Africa. O HIV-1 e o
HIV-2 podem ser diferenciados através do genoma e das relagdes filogenéticas com
outros lentivirus de primatas (van Regenmortel et al., 2000).

Apesar da ndo existéncia de uma vacina preventiva contra a infec¢do por HIV,
grandes avancos ja foram alcancados no controle da AIDS. A partir de 1986, os testes
para detec¢do do HIV se tornaram comercialmente disponiveis, o que reduziu
significativamente a transmissdo do virus por transfusdo de sangue em paises
desenvolvidos. Em 1987, foi desenvolvido o AZT, primeira droga anti-HIV. Em 1995,
foi disponibilizada a terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) que melhorou

substancialmente a vida dos portadores do HIV (Gallo & Montagnier, 2002).

1.3. Classificacao e Morfologia

O HIV ¢ um virus com genoma de RNA de fita simples, pertencente ao
género Lentivirus e a familia Retroviridae. Os retrovirus utilizam a enzima transcriptase
reversa para a transcricdo do RNA em DNA. Apds a sintese do DNA, o genoma viral se
integra ao genoma da célula hospedeira e recebe o nome de provirus. Os retrovirus
pertencentes ao género Lentivirus, do latim lentus (lentos), receberam essa denominagédo
porque possuem um longo periodo de incubagdo no hospedeiro, podendo persistir €

replicar-se por muitos anos antes de causar sinais clinicos de doenca. Os lentivirus
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produzem efeitos citopaticos, provocam deficiéncias imunologicas, desordens hepaticas
e nervosas, além de doengas autoimunes. Os genomas desses virus sdo relativamente
grandes, apresentando um numero maior de genes do que outros retrovirus. Além dos
genes estruturais, gag, pol e env, comuns a todos os retrovirus, os lentivirus codificam
proteinas acessorias e regulatorias da replicagdo viral. A descoberta do HIV levou a
caracterizagdo de varios outros lentivirus, como aqueles isolados de primatas ndo
humanos, SIV (simian immunodeficieny virus) (Janeway et al., 2002; Flint et al., 2004).

Como mencionado anteriormente, estudos gendmicos ¢ sorologicos
demonstraram a existéncia de dois tipos distintos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. A
caracterizacdo de varios isolados do HIV-1 permitiu a distingdo de trés grandes grupos:
M (major), O (outlier) e N (non M, non O) (van Regenmortel et al., 2000; Janeway et
al., 2002; Flint et al., 2004).

A particula do HIV-1 possui em seu interior duas copias de um genoma de RNA
de fita simples. O virion possui um didmetro de aproximadamente 100 nm, um genoma
de cerca de 9,8 kb e um envelope, oriundo da célula hospedeira. As glicoproteinas virais
sdo derivadas de um precursor gp160, que € clivado por proteases celulares, produzindo
as glicoproteinas gp120 de superficie (SU) e gp4l, a glicoproteina transmembrana
(TM). No interior do envelope encontra-se um segundo envoltorio, a matriz, que ¢
constituida pela proteina p17. O capsideo ¢ formado pela proteina p24, e no interior dele
encontram-se as duas copias do genoma de RNA fita simples, com polaridade positiva,
associadas as proteinas p7 e p6, formando o nucleocapsideo. As enzimas virais
transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e protease (PR) também s3o encontradas

dentro da particula viral (Figura 1) (Larder et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura da particula do HIV-1 (adaptado de Wigg, 2002).

1.4. Organizacio do genoma do HIV-1

O genoma do HIV-1 contém pelo menos nove genes diferentes, sendo trés deles
encontrados em todos os retrovirus, sao eles: gag (que codifica as proteinas estruturais),
pol (que codifica as enzimas virais protease [PR], transcriptase reversa [RT] e integrase
[IN]) e env (que codifica as glicoproteinas do envelope). Esses genes s@o considerados
os genes estruturais. Os genes gag, pol e env sdo traduzidos em poliproteinas
precursoras, que sdo posteriormente clivadas por proteases celulares e por uma protease
viral (Flint et al., 2004).

Ha ainda os genes regulatorios, tat e rev, além de quatro genes acessorios: nef,
vif, vpr e vpu. A diferenga gendmica entre o HIV-1 e o HIV-2 esta na presenca do gene
vpx no HIV-2. Nas extremidades 3’ e 5’ do provirus sdo encontradas longas seqiiéncias
repetidas denominadas de LTRs (long terminal repeats), que regulam a integragdo do

virus ao genoma hospedeiro, a expressao génica e a replicacdo (Figura 2) (Larder et al.,

2001; Wigg, 2002).
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Figura 2. Mapa genomico do HIV-1 (adaptado de Larder et al., 2001).

O gene gag ¢ traduzido em uma poliproteina precursora de 55kD, denominada
p55 Gag. Essa ¢€ clivada pela protease viral em quatro proteinas menores: pl17 que forma
a matriz; p24 que constitui o capsideo; p7 que constitui o nucleocapsideo; e p6 que
medeia a incorporacdo da proteina Vpr aos virions. Essas quatro proteinas sdo
encontradas nas particulas virais maduras do HIV-1 (Géttlinger, 2001; Larder et al.,
2001).

O gene pol codifica uma poliproteina precursora das enzimas virais PR, RT e
IN. A seqiiéncia do gene pol ndo possui um cddon de iniciacdo. Assim, ndo pode ser
traduzida independentemente. A poliproteina Pol ¢ traduzida fusionada a Gag, formando
um precursor denominado Gag-Pol. A protease viral cliva o polipeptideo Pol,
separando-o de Gag, e, posteriormente, cliva Pol para gerar PR, RT e a IN. Porém, ¢
somente na meio extracelular, apds a liberacdo do virus da célula hospedeira, que a
protease viral sofre auto-ativag@o e inicia o processo de clivagem, tornando infecciosa a
particula viral. Todos os produtos do gene pol podem ser encontrados dentro das
particulas virais do HIV-1 (Larder et al., 2001).

O gene env codifica uma poliproteina precursora, que ¢ sintetizada na forma de

um trimero, com ligagdes ndo covalentes entre as subunidades gp120 e gp41. A fungdo

20



Revisdo Bibliogrdfica

e a estrutura dessas proteinas serdo apresentadas de forma mais detalhada adiante,
pagina 23 (Flint et al., 2004; Moore & Doms, 2003).

O gene tat codifica um transativador transcricional que € essencial a replicacdo
do HIV-1. Tat é uma proteina que se liga ao RNA, reconhece uma seqiiéncia em forma
de loop, denominada elemento de resposta a transativagdo (framsactivation response
element- TAR), localizada na extremidade 5’ de todos os RNAs mensageiros do HIV-1.
Como resultado dessa ligagdo, ha o aumento na taxa de producdo de transcritos virais
primarios de pelo menos 1000 vezes (Larder et al., 2001; Flint et al., 2004).

O transcrito completo do HIV possui multiplos sitios de processamento
alternativo. O processamento alternativo dos RNAs mensageiros ¢ necessario para
expressao eficiente dos genes virais. As proteinas Tat, Rev e Nef sdo processadas na
fase inicial da infeccdo e acumulam-se devido a ativag@o transcricional produzida por
Tat. O acamulo da proteina Rev ¢ responsavel pela entrada na fase tardia do ciclo de
replicacdo do HIV-1. Rev ¢ uma proteina que se liga a0 RNA e reconhece um elemento
estrutural especifico localizado em env, denominado elemento de resposta a Rev (Rev
Response Element- RRE). Essa proteina ativa a exportacao nuclear de transcritos ndo
processados completos ou parcialmente processados, ou seja, que ndo sofreram
processamento e contém o elemento RRE. Dessa forma, Rev facilita a sintese das
proteinas virais estruturais e garante a viabilidade do genoma completo de RNA do
HIV-1. Ela também esta envolvida no transporte dos transcritos de fase tardia dos genes
vpr, vpu € vif para o citoplasma da célula hopedeira (Miller et al., 2000; Larder et al.,
2001; Flint et al., 2004).

O gene nef, (negative factor), codifica um pequeno polipeptidio, esta associado a
estimulacdo da infeccdo viral, da resisténcia a acdo do sistema imune, e,
conseqiientemente, da progressdo mais rapida para a AIDS. Diversas funcdes sdo
atribuidas a nef. Algumas delas estdo associadas a modulacdo negativa da expressdo de
CD4 e de MHC classe I nos linfocitos T, as interagdes com as proteinas do
citoesqueleto, e a inibicdo dos sinais apoptoticos nas células infectadas pelo HIV
(Marsh, 1999; Fackler & Baur, 2002).

A proteina viral U ou Vpu € essencial a maturagao e liberacdo da progénie viral.
Nas células infectadas pelo HIV, sdo formados complexos entre o receptor celular CD4
e a glicoproteina do envelope gp120 no meio intracelular. Tal processo interfere na

montagem da particula viral. Vpu tem a funcdo de liberar a glicoproteina do envelope
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gp120 pela clivagem da molécula de CD4 ligada a ela (Larder et al., 2001; Bour &
Strebel, 2003; Flint et al., 2004).

A proteina viral R ou Vpr ¢ incorporada a particula viral pelo peptideo p6 de
Gag. Uma das funcdes atribuidas a Vpr € facilitar a localizacdo nuclear do complexo de
pré-integracdo, ligando-se a proteinas dos poros nucleares. Vpr também pode bloquear a
divisdo celular, mantendo o ciclo celular na fase G2, ligar-se a LTR viral e potencializar
a transcricdo de genes pela interacdo com fatores transcricionais celulares (Larder et al.,
2001; Flint et al., 2004).

A proteina viral Vif, fator de infectividade viral (viral infective factor), tem
papel importante na infeccdo e na replicagdo do virus, sendo essencial para infecgdes in
vivo. Essa proteina também pode bloquear o processamento prematuro da poliproteina
Gag pela protease viral ainda no citoplasma (Miller ez al., 2000; Flint et al., 2004). As

funcdes desses genes estdo resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais fungdes das proteinas codificadas pelo genoma do HIV-1

(adaptado de Janeway et al., 2002).

Gene

Fungao

Gag  Antigeno grupo-especifico
Pol Polimerase

Env  Envelope

Tat Transativador

Rev  Regulador da expressao viral

Vif Fator de infectividade viral

Vpr  Proteina viral R

Vpu  Proteina viral U

Nef  Fator de regulacdo negativa

Proteinas do core e da matriz.

Enzimas transcriptase reversa, protease e integrase.
Glicoproteinas: gpl20 se liga ao CD4 e a
receptores de quimiocinas e gp4l intermedeia a
fusdo do virus a célula hospedeira.

Regula positivamente a transcricao.

Permite a exportagdo de transcritos ndo
processados no nticleo da célula hospedeira.
Aumenta a capacidade infectiva das particulas
virais.

Promove a importagdo nuclear de DNA viral ¢ a
parada do ciclo celular da célula hospedeira em G2.
Promove a degradagdo intracelular de CD4 e
aumenta a liberacdo de particulas virais na
membrana celular da célula hospedeira.

Regula negativamente a expressdo de CD4 e de
MHC classe 1 da célula hospedeira e aumenta a

infectividade viral.

1.5. As proteinas do envelope

As glicoproteinas do envelope possuem papel crucial nos eventos iniciais da

infeccdo pelo HIV, mediando a ligacdo do virus a célula hospedeira e a fusdo das

membranas viral e celular. As proteinas do envelope também sdo os principais alvos

para a resposta imune anti-HIV nos individuos infectados, devido a sua localizagdo na

superficie da particula viral. Essas glicoproteinas sdo formadas por duas subunidades,

gpl20 e gp4l, que sdo produto da clivagem por proteases celulares da poliproteina

precursora gpl60. As proteinas gpl20 e gp41 formam um complexo trimérico no

envelope viral, permanecendo ligadas ndo covalentemente apds a clivagem proteolica.

(Flint et al., 2004; Moore & Doms, 2003).
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A glicoproteina gp120 permite o reconhecimento da célula alvo e determina o
tropismo celular pela ligacdo ao receptor celular CD4 e a um dos varios co-receptores
membros da familia de receptores de quimiocinas, mais freqiientemente CCR5 ou
CXCR4. A glicoproteina gp41 promove a fusdo da membrana viral com a celular,
processo que resulta na liberagdo do nucleocapsideo viral no interior da célula
hospedeira. Durante esse processo, gp4l sofre varias mudancas conformacionais que
levam a exposi¢ao de um peptideo de fusao, uma regido hidrofobica rica em residuos de
glicina, essencial ao processo de fusdo das membranas viral e celular. A glicoproteina
gp41 possui em sua estrutura uma porc¢do citoplasmatica, que ancora o complexo das
proteinas do envelope na matriz do virion, uma regido transmembrana hidrofobica, e um
ectodominio onde se localiza o peptideo de fusdo (Chan et al., 1997; Golding et al.,
2002; Kang et al., 2005).

A proteina gp120 ¢ composta por cinco dominios constantes (C1-C5) e por cinco
loops variaveis (V1-V5) intercalados. Esses dominios V1-V5 possuem grande
variabilidade genética. A Figura 3 apresenta um esquema da organizagdo estrutural de

gp120 (Wyatt & Sodroski, 1998).

Peptideo sinal SU Sitio de clivagem
de gp120 gp120/gp4l
™

V1 V2 V3

V4 V5
7 c2 3 ca C5 [T
‘;.'!'! e :
i3 il

Figura 3. Esquema da estrutura de Env. Os loops variaveis de gp120 estdo em preto, as

regides constantes em branco e em cinza estd destacado o dominio transmembrana de

gp41 (adaptado de Milich et al., 1993).

Analises estruturais de gp120 revelaram a existéncia de pontes intramoleculares
dissulfeto, que permitem a incorporacdo das quatro primeiras regides variaveis em
estruturas em forma de loops expostos na superficie da glicoproteina. A regido mais

conservada dessa proteina, o core, é formada por dois dominios distintos, um
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externo exposto na superficie viral, € um interno que se liga ndo covalentemente a gp41
(Figura 4). No dominio externo, localizam-se os sitios de ligacdo a molécula de CD4 e
aos co-receptores, principalmente CCR5 e CXCR4 (Wyatt & Sodroski, 1998; Wyatt et
al., 1998).

Figura 4. Modelo estrutural do core de gpl120, mostrando as posi¢des dos loops
variaveis (V1 a V5). O dominio interno esta representado em vermelho; o externo em
amarelo; a conexdo entre eles em azul; C representa a extremidade c-terminal da

proteina e N a por¢do N-ternimal. (adaptado de Wyatt et al., 1998).

A funcdo crucial que gpl20 desempenha no inicio da infec¢do viral e sua
constante exposicdo ao sistema imune, fazem desta proteina um importante alvo para
vacinas. No entanto, as primeiras vacinas baseadas em Env, compostas por subunidades
monoméricas de gp120 se mostraram ineficientes. Atualmente, a producdo de particulas
oligoméricas de gpl120, que mimetizem de forma mais fiel as proteinas nativas do
envelope, € uma das estratégias a serem exploradas para se obter uma imuniza¢do mais
eficaz. Além disso, a maioria dos anticorpos anti-gp120 ndo possui capacidade de
reagdo cruzada, sendo especificos apenas para uma linhagem viral, devido a grande
variabilidade genética (Burton et al., 2004; Herrera et al., 2005). Entretanto, ja foram
isolados alguns anticorpos monoclonais de reagdo cruzada, como, b12, 2G12 e 447-
52D, que sdo capazes de neutralizar diferentes isolados primarios de HIV-1. Estes

anticorpos serdo discutidos mais detalhadamente adiante (pagina 42).
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1.5.1. Loop V3

O loop V3 ¢ uma regido hipervariavel, localizada na por¢ao externa da
glicoproteina do envelope, gp120 (Figura 4). Essa regido possui de 35 a 40 aminoacidos
e varia muito entre diferentes linhagens virais. Entretanto, o loop V3 apresenta residuos
de aminoacidos conservados, em seu apice (GPGR ou GPGQ), que sdo essenciais ao
reconhecimento pelo HIV-1 do co-receptor. Além disso, existe outra regido conservada,
uma ponte dissulfeto, Cys296-Cys331 na base do loop V3 (Kwong, 2004; Stanfield et
al., 2004).

Virios estudos tém demonstrado a importancia biologica da heterogeneidade do
loop V3 em diversas funcdes virais, tais como, na ligacdo ao co-receptor tanto CCR5
como CXCRA4, e na determinacdo do tropismo celular. Nessa regido também sao
encontrados muitos epitopos lineares e conformacionais indutores de anticorpos
neutralizantes anti-HIV-1 e de resposta de linfocitos T citotoxicos. Devido a capacidade
de inducao de anticorpos neutralizantes que os peptideos de V3 possuem, essa regiao foi
conhecida por muito tempo como “determinante principal de neutralizacdo” (principal
neutraling determinant - PND) (Casseb et al., 2002; Berzofsky et al., 2004; Stanfield et
al., 2004; Zhi-yong et al., 2004).

Anticorpos anti-V3 constituem o maior grupo de anticorpos monoclonais
humanos existentes. Até 2003, havia 33 anticorpos monoclonais humanos anti-V3
gerados a partir de individuos infectados. Tais anticorpos, em sua maioria, sdo
especificos para uma determinada linhagem viral, ndo sendo capazes de neutralizar
diferentes isolados de HIV-1. Recentemente, foram descritos anticorpos anti-V3 com
capacidade de reacdo cruzada e que reconhecem diversas linhagens de HIV-1. Esses
anticorpos serdo descritos posteriormente (pagina 42) (Gorny & Zolla-Pazner, 2004;
Berzofsky et al., 2004; Burton et al., 2004; Stanfield et al., 2004).

Além do potencial imunogénico, o loop V3 tem papel importante no fenotipo
indutor de sincicios, no tropismo viral e na determinacdo do tipo de co-receptor a ser
utilizado pelo virus, se CCRS ou CXCR4. Glicoproteinas gp120 com delegdes no loop
V3 ndo se ligam ao co-receptor, mesmo apos a ligagdo ao CD4. Anticorpos anti-V3
impedem a entrada do virus na célula porque interferem na ligagdo gp120-CCR5

(Founchier, 1995; Trkola et al., 1996; Wyatt & Sodroski, 1998).

Os isolados de HIV-1 podem ser distribuidos em duas categorias, de acordo com

os efeitos citopaticos induzidos: indutor de sincicios (SI) e ndo indutor de sincicios
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(NSI). Essa caracteristica esta relacionada ao tipo celular infectado e as interagdes com
o co-receptor. Isolados primarios de HIV-1, em sua maioria, utilizam o co-receptor
CCRS para a entrada na célula. As linhagens virais que utilizam esse co-receptor sdo
denominadas R5. Para a maioria desses isolados, que sdo transmitidos e predominam
durante a fase inicial da doenga, a presenga de CCR5 € crucial para a infec¢do da célula.
Ha relatos de individuos que apresentam resisténcia a infec¢do pelo HIV-1 devido as
falhas na expressao de CCRS em suas células. Essas linhagens virais infectam
preferencialmente a macrofagos e nao induzem a formagao de sincicios. Isolados de
HIV-1, que surgem na fase mais tardia da infec¢@o utilizam, mais freqlientemente, o co-
receptor CXCR4 em lugar de CCRS, ou ambos, e sdo denominados X4 ou R5/X4,
respectivamente. Esses virus estdo associados a rapida progressao da AIDS, infectam os
linfocitos T e produzem efeitos citopaticos, formando sincicios (Milich et al., 1993;

Founchier, 1995).

Pouco se sabe sobre o mecanismo de variagao desses virus, como ocorre a
transi¢do do uso do co-receptor CCRS para CXCR4, e as alteracdes na patogenicidade
viral ja descritas. No entanto, algumas alteragdes pontuais no loop V3 estio associadas a
um determinado fendtipo, ou ao uso de CCR5 ou CXCR4. Aminoacidos nas posi¢des
11, 25 (aminoécidos 306 e 320 na seqiiéncia referéncia HXB2) carregados
positivamente sdo freqiientemente encontrados nos virus que utilizam CXCR4. Além
disso, o aumento da carga positiva nos aminoacidos do /oop V3 também esta associado
aos virus R4. Essa relacdo foi encontrada nos loops V3 dos subtipos A, B, C. D,
CRFO1_AE, F e G. Dessa forma, variagdes genéticas entre os subtipos podem alterar a
patogenicidade viral. A Figura 5 apresenta um esquema da seqiiéncia de aminoacidos do
loop V3 e as substituicdes que caracterizam um fenotipo SI (Founchier, 1995; Koning et

al., 2002; Thomson et al., 2002b).
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Figura 5. Esquema da seqiiéncia de aminoacidos do /loop V3 de isolados de HIV-1 SI
(indutor de sincicios) e NSI (ndo indutor de sincicios). Isolados com arginina (R) na
posi¢do 11 (posicdo 306 em HXB2) e/ou arginina ou lisina (K) na posi¢ao 25 (posicao
320 em HXB2) sdo considerados SI (adaptado de Founchier, 1995).

1.6. Ciclo de replicacdo do virus

A infeccdo das células pelo HIV-1 tem inicio com a entrada do virus na
célula. Esse processo se da por interagdes consecutivas entre as glicoproteinas do
envelope, gpl20 e gp4l, e os receptores de membrana CD4, além de um co-receptor,
CCRS ou CXCR4, que pertencem a familia dos receptores de quimiocinas. A expressao
conjunta das moléculas de CD4 e de um dos co-receptores de quimiocinas possibilitou a
identificacdo de mondcitos, macrofagos, células da glia, células dendriticas, células de
Langerhans e células linféides, como alvos da infec¢do viral. Na entrada, inicialmente
gpl20 se liga a molécula de CD4. Tal ligagdo promove mudangas conformacionais
nessa glicoproteina, que expde novos sitios de ligagdo e permite a interagdo de gp120

com o co-receptor (CCR5 ou CXCR4). Essas interagdes promovem mudangas
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conformacionais em gp4l e a exposi¢do de uma regido hidrofobica, chamada de
peptideo de fusdo, que se insere na membrana celular e permite a fusdo da membrana
viral com a da célula-alvo. Esse processo ¢ mediado pela formacao de um complexo de
seis hélices, trés de origem C-terminal e trés de origem N-terminal, organizadas em um
arranjo antiparalelo. Devido a essa transicdo, o peptideo de fusdo e o dominio
transmembrana de gp41 ficam muito proximos, assim como a membrana celular e a
viral. O ganho de energia livre proveniente desse mecanismo permite a fusdo das duas
membranas. O processo de entrada do virus na célula esta ilustrado na Figura 6 (Moore

& Doms, 2003; Abbas & Lichtman, 2005).
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ligacéo a receptor de | | fusdo, que se insere na
quimiocina membrana da célula T

Figura 6. Processo de entrada do virus na célula. Nesse modelo, mudangas
conformacionais seqiienciais em gpl120 ¢ gp41 ocorrem devido a ligagdo ao receptor
CD4. Essas mudancas promovem a ligacdo do virus ao co-receptor (um receptor de
quimiocina, CCR5/CXCR4) e a fusdo das membranas do HIV-1 e da célula hospedeira.
O peptideo de fusdo de gp4l ativado contém residuos hidrofobicos que medeiam a
insercdo na membrana plasmatica da célula hospedeira (adaptado de Abbas &

Lichtman, 2005).
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Apos a entrada do virion na célula, as enzimas presentes no nucleocapsideo se
tornam ativas e iniciam o ciclo de reproducao viral. O genoma do virus ¢ transcrito pela
enzima viral transcriptase reversa. O produto desta enzima ¢ um DNA linear de dupla
fita que penetra no nucleo. A integrase viral também entra no ntcleo e catalisa a
inser¢do do DNA viral no genoma da célula hospedeira. (Flint et al., 2004; Abbas &
Lichtman, 2005).

O inicio da transcrigao dos genes do HIV-1 nas células T esta associado a
ativagio fisiologica das células TCD4" por antigenos e citocinas. A ativacdo dessas
células induz a producdo de diversos fatores de transcrigdo, que se ligardo ndo somente
aos promotores no DNA celular, mas também, a sitios localizados na LTR do provirus,
iniciando a transcrigdo pela RNA polimerase celular. O produto da transcricdo ¢
processado de varias maneiras para produzir mRNAs que codificam todas as proteinas
virais (Janeway et al., 2002; Abbas & Lichtman, 2005).

As proteinas virais Tat e Rev sdo essenciais a replicagdo viral nas células T
ativadas. Tat ¢ um potente regulador transcricional, que funciona como um fator de
elongagao, ligando-se ao mRNA incipiente € melhorando a transcricao deste pela RNA
polimerase. A proteina Rev permite a exportagdo para fora do niicleo de mRNAs néo
processados para a traducdo de diversas proteinas virais (Flint et al., 2004).

A expressao génica do HIV pode ser dividida em fase precoce em que os genes
regulatorios rev, tat ¢ nef sdo expressos, € em uma fase tardia, em que os genes
estruturais sdo expressos ¢ genomas completos sdo produzidos. A mudanca de fase de
expressdo génica ¢ iniciada pela produgdo e acimulo da proteina Rev, que promove a
exportacdo dos mRNAs tardios para fora do nucleo (Flint et al., 2004).

A montagem dos virions comeca pelo acimulo de transcritos completos do
genoma de RNA do provirus dentro de um complexo de nucleoproteinas, formado
pelas proteinas basicas de gag e pelas enzimas codificadas por po/, necessarias ao ciclo

seguinte de integracdo. Esse nucleocapsideo ¢ envolvido por um envelope, oriundo da
membrana plasmatica da célula no qual estdo presentes tanto proteinas de membrana
celulares como glicoproteinas gpl120 e gp4l, e liberado por brotamento da célula

hospedeira (Abbas & Lichtman, 2005; Janeway et al., 2002).
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1.7. Epidemiologia
De acordo com Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS/WHO), cerca de 40,3 milhdes de pessoas vivem infectadas pelo HIV em
todo mundo e mais de 5 milhdes foram infectadas somente no ano de 2005. Nesse
mesmo ano, mais de 3,1 milhdes de obitos foram provocados por essa doenca. A

Figura 7 ilustra a distribuicao de casos de HIV em todo mundo, segundo relatorio da

UNAIDS/WHO de 2005.

Europa Oriental

Europa Central e Asia Central

. e Ocidental I8 pilioes
América-do Norte 720 il Asia Oriental
1,2 milhges 870 mil
Norte da Africa
Caribe e Oriente Médio Sul e Sudeste Asiaticos
300 mil 510 mil 7,4 milhGes

Africa Sub-Saariana
Ameérica do Sul 25,8 milhoes
1,8 milhdes
Oceania
74 mil

Total: 40,3 milhdes

Figura 7. Distribuicdo do numero de pessoas infectadas pelo HIV no mundo (adaptado

de UNAIDS/WHO, 2005).

O numero de pessoas infectadas pelo HIV tem crescido em todo mundo. No
entanto, a area geografica mais afetada ¢ a Africa Sub-saariana, com cerca de 25,8
milhdes de pessoas infectadas pelo virus, e 2,4 milhdes de mortes provocadas pela

epidemia no ano de 2005 (UNAIDS/WHO, 2005).

No Brasil, desde a identificagdo dos primeiros casos de AIDS, de 1980 até
2005, ja foram notificados cerca de 372 mil casos da doenca. Apesar da redugdo na
mortalidade devido & adog¢do da politica de acesso universal ao tratamento anti-
retroviral, o impacto da AIDS ainda ¢ grande. At¢ o ano de 2004, cerca de 172 mil

obitos foram registrados como sendo causados pela AIDS. A Tabela 2 apresenta a
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distribuicdo de casos de AIDS nas regides do Brasil, no periodo entre 1980 ¢ 2005
(Brasil, 2005).

Tabela 2. Casos de AIDS por regido geografica do Brasil, periodo de 1980 a 2005 (
Fonte: Boletim Epidemiologico AIDS —DST 2005).

Regiao Numero
Norte 10.149
Nordeste 38.837
21.099
Centro-Oeste
Sudeste 234,736
Sul 67.006
371.827
TOTAL

A epidemia tem demonstrado uma tendéncia a estabilizacdo em algumas
regides do pais, como € o caso da regido Sudeste. No entanto, o nimero de casos tem
aumentado nas regides Norte e Centro-Oeste. Segundo dados do Programa Nacional de
DST e AIDS do Ministério da Saude, houve um aumento crescente nas taxas de
incidéncia da doenca até meados dos anos 90, chegando a alcancar, em 1998, indices
de 18 casos por 100 mil habitantes, Atualmente, a taxa de incidéncia ¢ de 17,2 casos
por 100 mil habitantes.

No Distrito Federal foram registrados cerca de 5.000 casos de AIDS, e
aproximadamente 2.000 6bitos desde 1985. No entanto, a partir do ano 2000, se observa
uma estabilizacdo na taxa de mortalidade nessa regido geografica (Brasil, 2005).
Considerando-se que a epidemia continua a crescer no Brasil e no Distrito Federal é
essencial o monitoramento da infecgdo pelo HIV-1 com relagdo a distribuicao
geografica, subpopulagdes em risco e prevaléncia dos subtipos virais (Sabino et al.,

1996).

1.8. A variabilidade genética e a distribuiciio geografica do HIV-1
O HIV-1 apresenta uma alta variabilidade genética, resultante da taxa elevada de
geragdo de novos virions (10 bilhdes de particulas virais por dia), de substitui¢des

L, - . v~ . 4
nucleosidicas incorretas durante a transcricdo reversa (aproximadamente 10™ por
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nucleotideo) e de mutagdes (3x10” mutacdes por nucleotideo por dia). Além disso, a
transcriptase reversa (RT) possibilita a recombinagdes dos genomas virais em
individuos infectados por subtipos virais distintos e ¢ incapaz de reparar as seqiiéncias
nucleotidicas durante o processo de replicacdo. Tais fatores geram uma grande
diversidade de formas genéticas distintas, porém relacionadas entre si, denominadas
quasiespécies. A existéncia de quasiespécies, que representam praticamente todos os
mutantes possiveis, gera uma resisténcia natural & agdo dos medicamentos e do sistema
imune (Hirsch et al., 1998; Larder et al., 2001; Thomson et al., 2002b).

Os primeiros estudos para a classificagdo do HIV-1 eram baseados em
seqiiéncias parciais dos genes gag e env. No entanto, a identificacdo de novas formas
genéticas que foi possivel com a caracteriza¢do de todo genoma viral, mostrou que essa
metodologia para a classificagdo deveria ser revisada.  Atualmente, andlises
filogenéticas de linhagens virais de diferentes regides geograficas permitiram a
classificagdo do HIV-1 em tré€s grandes grupos: M (major), O (outlier) e N (non M, non
0). O grupo M ¢ o mais disseminado pelo mundialmente e o responsavel pela pandemia
da AIDS. E nesse grupo que se encontra a maioria dos HIVs do tipo 1. O grupo O ¢
endémico da Republica de Camardes e de outros paises vizinhos da Africa Central.
Porém, mesmo nessas regides geograficas, esses virus representam a minoria das
linhagens do HIV-1 existentes, apresentando uma prevaléncia de 2 a 5% entre as
linhagens do HIV-1 circulantes. O grupo N foi identificado mais recentemente e esta
restrito a um pequeno nimero de casos registrados na Republica de Camaroes (Peeters,
2000; Gaschen et al., 2002; http://hiv-web.lanl.gov).

Em relacdo ao grupo M, existem informacgdes suficientes para a classificagao das
linhagens virais pertencentes a esse grupo em subtipos, subsubtipos e CRFs. Sao
identificados nove subtipos distintos, denominados por meio das letras A-D, F-H-J e K.
Esses subtipos formam grupos eqiiidistantes entre si nas analises filogenéticas. Alguns
subtipos podem ainda ser separados em subsubtipos distintos. O subtipo A pode ser
dividido nos subsubtipos Al e A2 ¢ o subtipo F em F1 e F2. Os subtipos B ¢ D sdo mais
proximos entre si em relagdo aos outros subtipos. Mas devido a razdes historicas, a
separacao entre os subtipos B ¢ D permanece sendo usada (Figura 8) (Peeters, 2000;

Thomson et al., 2002b).
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Figura 8. Filogenia dos grupos M, N ¢ O do HIV-1. O grupo M ¢ formado por grupos

eqiiidistantes entre si, o que possibilitou sua classificacdo em subtipos e subsubtipos

(adaptado de Thomson, 2002b).

Apoés a classificagdo do grupo M em subtipos, foi observado que alguns
isolados, quando analisados filogeneticamente, eram classificados em diferentes grupos
se seqiéncias distintas fossem analisadas. Esses genomas foram denominados formas
recombinantes circulantes (CRFs) ou mosaicos. A formagao das CRFs tem origem nos
eventos de recombinag¢do ocorridos entre fragmentos genOmicos de duas linhagens
virais de subtipos diferentes que infectam, simultaneamente, a mesma célula.
Atualmente, 16 formas recombinantes circulantes ja foram descritas. As CRFs ja
representam as linhagens de HIV-1 predominantes em diversas regides do mundo.
Estima-se que de 10 a 20% das novas linhagens virais caracterizadas sejam CRFs
(Peeters, 2000; Thonson et al., 2002b; Perrin ef al., 2003; http://hiv-web.lanl.gov).

A variabilidade nucleotidica entre os diferentes subtipos do HIV-1 ¢ de até 25%
na regido do envelope, de 16% para gag e de até 13% para a regido da polimerase. A
divergéncia genética entre os subsubtipos ¢ de 11-16% para o gene do envelope e de 7-
12% para o gene gag. O efeito de tal variabilidade genética na transmissdo e patogénese
das linhagens virais ainda ndo ¢ bem definido. Varios estudos epidemioldgicos sugerem
que os subtipos do grupo M possuam propriedades diferentes, podendo ter influéncia
direta na constituicdo antigénica dos virus. Conseqiientemente, ¢ importante determinar
se as linhagens do HIV-1 que circulam nos paises onde serdo realizados testes com
vacinas estdo genetica e antigenicamente relacionadas ao prototipo da vacina em teste.

Para se obter esse tipo de informacao, ¢ necessario manter programas de monitoramento
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da variabilidade genética do HIV que avaliem, sistematicamente, a distribui¢do dos
subtipos do HIV-1 e a introducdo de novos variantes (Peeters, 2000; Arens, 2001;
Gaschen et al., 2002; Morgado et al., 2002; Centlivre et al., 2005).

Dados epidemiologicos e filogenéticos mostraram que as linhagens do HIV-1 do
grupo M nao estdo distribuidas de maneira uniforme pelo mundo. As formas genéticas
mais prevalentes em todo mundo sdo C, A (Al), B e CRF02_ AG. A maior diversidade
de formas genéticas do HIV-1 est4 na Africa Central, com prevaléncia mais elevada dos
subtipos A ¢ C e da CRF02 AG. Nessa regido geografica encontram-se todos os
subtipos do grupo M, o que ¢é consistente com o fato desse continente ser possivelmente
o local de origem da epidemia da AIDS. O subtipo C possui, atualmente, uma
prevaléncia de 50% em todo mundo, circulando na regido sudeste da Africa, india,
China e Etiopia. Recentemente, o subtipo C tem se disseminado para diversas regides
no mundo, ocorrendo, de forma minoritaria, também no Brasil e na Russia. O subtipo A
¢ predominante na porgio central e leste da Africa, enquanto o subtipo B é
predominante em parte da Asia, Caribe, América do Norte, Europa, América do Sul ¢
Oceania. O subtipo D ¢é encontrado, principalmente no leste da Africa. O subtipo F (F1)
predomina na Roménia e também possui uma pequena incidéncia no Brasil. O subtipo
G circula na regido ocidental e central da Africa e em Portugal (Peeters, 2000; Thomson
et al., 2002b; Centlivre et al., 2005). A figura 9 mostra a distribuicdo geografica
mundial dos subtipos ¢ das formas recombinantes circulantes do HIV-1, modificada a

partir de Thomson et al., 2002b.
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Figura 9. Distribuicdo geografica dos subtipos predominantes do grupo M e suas

formas recombinantes circulantes (CRFs) (adaptado de Thomson ef al., 2002b).

Os paises da América do Sul apresentam prevaléncia mais elevada do subtipo B,
seguido pela presenga dos subtipos F e C. Ha ainda uma pequena prevaléncia do subtipo
A no Chile, Peru e Guiana Francesa e da CRF_01AE no Uruguai. Existem também
relatos da ocorréncia de formas recombinantes B/F e de CRF 012 na Argentina,
Uruguai e Venezuela (Morgado et al., 2002; Peeters, 2000).

O Brasil, por ser um pais de grandes dimensdes, apresenta um padrao de
distribuicao de subtipos divergente entre as varias regides geograficas. Estudos sobre a
epidemiologia molecular do HIV-1 no Brasil mostraram a presenga de multiplos
subtipos do grupo M, com predominancia do subtipo B de cerca de 90% e uma
prevaléncia menor dos subtipos F1, C, D e A. Esses dados refletem especialmente a
distribuicdo de subtipos nas regides Sul e Sudeste do Brasil, com algumas informagdes
preliminares sobre as regides Norte, Nordeste ¢ Centro-Oeste. O subtipo F1 é o variante
ndo-B mais prevalente e representa aproximadamente 18% dos isolados do HIV-1 no
Brasil (Morgado et al., 2002). Na regido Norte, foi descrita a prevaléncia de 38,7% do
subtipo B nas amostras analisadas, seguida por uma alta porcentagem de recombinantes

B/F (35,5%) e pelo subtipo F (16%) (Vicente et al., 2000). No Centro-Oeste, o subtipo
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B (89,5%) ¢ o mais prevalente, seguido por uma pequena porcentagem de
recombinantes B/F (10,5%) (Cerqueira et al., 2004a). Na regido Nordeste, o subtipo B
também ¢ o mais prevalente seguido pelo subtipo F, e pela forma recombinante B/F
(Couto-Fernadez et al., 1999; Morgado et al., 2002; Gadelha et al., 2003). Além disso,
uma prevaléncia crescente de infecgdes pelo subtipo C tem sido observada na maioria
dos estados do Sul e do Sudeste do Brasil. Formas recombinantes circulantes B/F, B/D e
B/C também ja foram descritas, além de infec¢cdes com dois subtipos. A Figura 10
apresenta dados de 2002 para a distribuicdo dos subtipos e das formas recombinantes
circulantes do grupo M do HIV-1 nas diferentes regides do Brasil (Morgado et al.,

2002; Tanuri et al., 2002; Castro et al., 2003; Soares et al., 2003).
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Figura 10. Distribuicdo dos subtipos e das formas recombinantes circulantes nas

diferentes regides geograficas do Brasil (adaptado de Morgado et al., 2002).

Além dos subtipos ja descritos foi identificado ainda um variante do subtipo B,
denominado B’’, que difere do subtipo B tradicional pela presenga do motivo GWGR
no topo do loop V3 da proteina do envelope gp120, em substituicdo a assinatura GPGR,
presente nos isolados do subtipo B americanos e europeus. Assim, os isolados do
subtipo B no Brasil podem ser divididos em dois grupos distintos, um americano -
europeu (GPGR), e o outro tipico do Brasil, que possui o motivo GWGR, B’’. Apesar
da alta prevaléncia de B’’no Brasil, o variante do HIV-1 contendo o motivo GWGR no
topo do loop V3 foi descrito pela primeira vez no Japdo, e pode ser encontrado em
alguns paises da América Latina e na Franga. Esse variante do subtipo B apresenta
propriedades genéticas e antigénicas distintas. A presenga de isolados B’’ deve ser
considerada, ja que sua prevaléncia é alta em algumas areas do Brasil, tendo
importancia epidemioldgica e relevancia nos estudos de testes de vacinas nesse pais
(Covas et al., 1998; Morgado et al., 1998; Bongertz et al., 2000; Vicente et al., 2000;
Morgado et al., 2002).

1.9. Resposta imune ao HIV

A infeccdo pelo HIV induz uma resposta imunologica tanto humoral como
celular, mas sem completa eliminag¢do do virus. A caracterizagdo da resposta imune ao
HIV ¢ de grande importancia considerando-se a sua relevancia em estudos de triagem,
ja que anticorpos anti-HIV sao marcadores diagnosticos da infec¢do. A produgdo de
anticorpos anti-HIV pode ser detectada, em alguns casos, até poucos dias apds a
infec¢do, mas na maioria dos casos ocorre em um periodo que varia de 1 a 3 meses
depois da exposicdo ao virus. Os anticorpos sdo secretados no sangue e nas mucosas e
sdo detectados em testes de diagnostico soroldgico. O desenvolvimento de vacinas
contra o HIV também exige conhecimentos sobre a biologia do virus e da resposta
imune de seu hospedeiro (Flint et al., 2004; Abbas & Lichtman, 2005).

A resposta imune celular inclui a ativacdo de linfocitos T citotoxicos (CTLs) e
dos linfécitos T auxiliares. A grande maioria dos CTLs é de células TCDS8", que
possuem papel importante na diminui¢ao da replicagdo viral € no controle da viremia.

Os CTLs sdo capazes de reconhecer todas as proteinas virais produzidas na célula
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infectada pelo virus. Eles respondem aos fragmentos de peptideos que sdo expostos
pelas moléculas de MHC classe I na superficie das células infectadas. No entanto, a
resposta das células TCD8" tem mostrado ser dependente das células TCD4', que sio
extremamente afetadas durante a infec¢ao pelo HIV, tornando a resposta imune celular
menos eficiente (Berzofsky et al., 2004; Flint et al., 2004).

Anticorpos neutralizantes possuem papel importante no controle da replicacao
viral durante a fase assintomatica e inicial da infeccdo. No entanto, geralmente, tais
anticorpos encontram-se em titulos baixos, o que favorece a selecdo de linhagens virais
resistentes. Anticorpos neutralizantes se ligam a sitios especificos das proteinas do
envelope gpl20 e gp41, podendo impedir a entrada do virus na célula hospedeira.
Entretanto, o HIV apresenta mecanismos adaptativos que dificultam a atividade do
sistema imune, como a presenga de muitos sitios de glicosilagdo em Env, dificultando a
exposicdo de motivos antigénicos ¢ a grande variabilidade dos loops de gp120, que
compromete a agao de anticorpos de reagao cruzada (Burton ef al., 2004).

No curso normal de uma infec¢do, o individuo apresenta ativagao da resposta
imune inata, uma primeira barreira ao estabelecimento da infec¢do, seguida por uma
resposta imune adaptativa, que elimina a infeccdo e estabelece uma imunidade
protetora. No entanto, nem sempre isso acontece. Os vertebrados desenvolveram muitas
defesas estratégicas contra patogenos. Esses também desenvolveram uma série de
mecanismos para escapar dessas defesas. O HIV possui vérias estratégias para escapar
da resposta imunolédgica, impedindo ndo s6 o reconhecimento das células infectadas
pelos linfocitos T citotdxicos, mas também, a producdo de anticorpos neutralizantes
(Janeway et al., 2002).

A diminuicdo da resposta imune celular é em grande parte provocada pela perda
dos linfocitos T CD4". A infecgdo pelo HIV leva a destrui¢do das células T CD4" de
diversas formas. Uma delas é provocada pela propria infeccdo viral, que resulta na lise
dos linfocitos infectados, além de aumentar a suscetibilidade destes a inducdo de
apoptose. Além disso, ha ainda a morte dessas células que s3o reconhecidas pelos
linfécitos T CD8" (Janeway et al., 2002).

A alta taxa de mutagdo do genoma do HIV que codifica epitopos capazes de
induzir uma resposta imune, contribui para a progressdo da infeccdo e também para a

ineficacia das estratégias de imunizagdo anti-HIV (Gzyl et al., 2004).
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Outros mecanismos envolvem varias caracteristicas peculiares das proteinas do
envelope, que sdo um dos principais alvos da acdo do sistema imune. Essas proteinas,
além de apresentarem alta variabilidade, sdo muito glicosiladas. Os agtcares diminuem
consideravelmente o potencial imunogénico dos epitopos expostos. Outro fator a ser
considerado € a organizagao conformacional de gp120 e gp41 na forma de trimeros que
pode tornar varios epitopos, antes expostos nas formas monoméricas dessas proteinas,
inacessiveis a agao do sistema imune. Além disso, mudancas conformacionais ocorridas
nas duas proteinas, durante o processo de entrada do virus na célula provocam a
exposicdo transitoria de sitios vulneraveis a agdo de anticorpos, impondo, assim,
barreiras cinéticas e espaciais a acdo dos mesmos (Berzofsky, et al., 2004; Burton et al.,

2004; Gzyl et al., 2004).

1.9.1 Desenvolvimento de vacinas anti-HIV

As vacinas sdo uma eficiente estratégia no controle de doencas infecciosas.
Durante o século 20, varias vacinas contra enfermidades provocadas por diferentes virus
e bactérias foram desenvolvidas com sucesso ¢ permitiram a erradicagdo de doencas
extremamente contagiosas como a variola e a poliomielite em alguns paises. Apesar do
HIV-1 ter sido identificado como o agente etiologico da AIDS ha mais de duas décadas,
ainda ndo foi possivel a producdo de uma vacina contra esse virus. O desenvolvimento
de uma vacina contra o HIV tem enfrentado muitas dificuldades e parece exigir o
entendimento de mecanismos complexos da replicagdo viral e da reposta imune do
hospedeiro.

A maioria das vacinas bem sucedidas foi desenvolvida contra infec¢des naturais
agudas e que produzem uma imunizacdo duradoura se o paciente sobreviver a infeccdo
inicial. A infec¢do pelo HIV ¢€ cronica e, na maioria dos casos, a resposta imune natural
do individuo ndo ¢ suficiente para conter a infec¢do. Assim, dentro desse contexto,
conhecimentos fundamentais em biologia molecular, virologia e imunobiologia serdo
essenciais no desenvolvimento de vacinas contra o HIV, que gerem uma resposta imune
mais eficiente do que a natural e que protejam contra as infec¢des cronicas (Berzofsky
et al., 2004).

Considerando o alto custo da terapia antiviral e o continuo aumento de pessoas
infectadas pelo virus, principalmente em paises em desenvolvimento, ha grande

interesse no desenvolvimento tanto de vacinas preventivas, que impecam a instalacdo da
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infeccdo do virus nas células hospedeiras, como de vacinas terap€uticas, que auxiliem
no combate a infecg@o de individuos ja infectados pelo HIV.

Embora grandes esforgos estejam sendo realizados no desenvolvimento de novas
estratégias de vacinas contra o HIV, varios obstaculos vém sendo enfrentados para a
producao de uma vacina eficiente e segura contra esse virus. Um dos problemas estd no
tipo de vacina que deve ser utilizada contra o HIV. A utiliza¢do de virus vivos
atenuados ndo ¢ viavel para uma vacina anti-HIV. Nesses modelos de imunizagao, se
mimetiza a infec¢ao viral. Entretanto, como a resposta imune natural contra o HIV ndo ¢é
capaz de erradicar a doenga, essa estratégia além de ndo ser eficiente pode ser perigosa,
pois tais virus poderiam, eventualmente, provocar uma infeccdo e a AIDS. Vacinas que
utilizam virus mortos ndo t€m apresentado bons resultados em modelos animais.
Conseqiientemente, as estratégias mais utilizadas, atualmente, sdo baseadas em
proteinas e peptideos do HIV, ou fragmentos de seu DNA que ¢ levado as células
através de vetores (Berzofsky et al., 2004; Gallo, 2005).

Um segundo obstaculo ¢ a ndo existéncia de modelos de animais de pequeno
porte para estudos da infec¢cdo do HIV. Embora ndo exista um modelo animal perfeito,
os experimentos para o desenvolvimento de uma vacina contra o HIV sdo realizados
com o virus da imunodeficiéncia de simios (SIV), que ¢ relacionado ao HIV e infecta
macacos. O SIV causa uma doenca similar a AIDS nesses animais. Apesar de ser um
modelo viavel, ele envolve a infec¢do de primatas ndo humanos, o que demanda
grandes investimentos e esta disponivel para poucos pesquisadores (Janeway et al.,
2002; Gallo, 2005).

Outro problema no desenvolvimento de vacinas contra o HIV ¢ a variabilidade
que esse virus apresenta e a sua elevada taxa de mutagdo em um mesmo individuo, além
da diversidade dos subtipos e da freqiiente recombinagdo entre eles, gerando as formas
recombinantes (CRFs). Essa variabilidade facilita o escape do virus a ag¢do do sistema
imune. Alguns dos epitopos de maior potencial neutralizante do HIV sdo muito
variaveis, dificultando ainda mais o desenvolvimento de anticorpos de reagdo cruzada.
No entanto, alguns anticorpos monoclonais, que sdo capazes de neutralizar vérias
linhagens virais primarias, ja foram descritos (Berzofsky et al., 2004).

Além de todos os obstaculos acima relatados, ha outro problema importante a
ser considerado. Sendo o HIV um retrovirus, ele é capaz de integrar o seu genoma no

DNA da célula hospedeira, podendo persistir de forma latente, uma fez estabelecida a
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infecc@o. Nesse contexto, a acdo da resposta imune celular ¢ de extrema importancia
para a remogao das células infectadas (Janeway et al., 2002; Gallo, 2005).

Segundo dados do International AIDS Vaccine Initiative (IAVI), atualmente,
cerca de 30 vacinas anti-HIV estdo em fase de testes em 19 paises, nos seis continentes,
incluindo no Brasil. No entanto, somente um estudo em larga escala, fase III, foi
concluido. Nesse estudo, completado em 2004 na Tailandia e nos Estados Unidos,
foram testadas a capacidade de produgdo de anticorpos neutralizantes e de uma resposta
T citotdxica eficiente a partir de subunidades de gp120 dos subtipos B ¢ E. No entanto,
ele ndo obteve sucesso em demonstrar a eficicia dessa vacina (Berzofsky et al., 2004;
http://www.iavi.org/).

A maioria das vacinas em desenvolvimento estimula uma resposta imune
celular. Porém, atualmente, ha consenso na comunidade cientifica que a resposta imune
induzida por uma vacina anti-HIV deve estimular a produgdo de anticorpos
neutralizantes de a¢do cruzada e, ao mesmo tempo, induzir uma resposta celular
eficiente e duradoura (Berzofsky et al, 2004; Bongertz et al., 2005;
http://www.iavi.org/).

1.9.2 Anticorpos neutralizantes

Considerando que este trabalho tem como objetivo o estudo de epitopos do
loop V3 de gp120, abordaremos os principais anticorpos neutralizantes relacionados a
esta proteina. A recente caracterizacdo de anticorpos monoclonais de reagdo cruzada,
b12, 2G12 e 447-52D, que sdo capazes de neutralizar diferentes isolados primarios de
HIV-1, trouxe esperanga para a producdo de vacinas anti-HIV-1. A existéncia desses
anticorpos evidencia que ha regides em gp120 suscetiveis ao desenvolvimento de uma
imunidade humoral. As interagdes entre os anticorpos e as proteinas do envelope devem
ser bem descritas, para que se possa avancar no desenho de novas vacinas (Burton ef al.,
2004).

Esses anticorpos monoclonais ligam-se a regides distintas de gp120: o dominio
de ligagdo ao receptor CD4, ao sitio de ligacdo ao receptor de quimiocinas (o co-
receptor), a regides do loop V3, que apesar de toda a variabilidade genética possui
estruturas conformacionais conservadas e muito imunogénicas (Berzofsky et al., 2004;

Burton et al., 2004).
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» bl2

O primeiro desses anticorpos a ser identificado foi o bl2. Esse anticorpo
reconhece epitopos sobrepostos ao sitio de ligacdo ao CD4, impossibilitando a interacdo
gp120-CD4. A interagdo do virus com essa molécula tem como sitio ativo o aminoacido
Phe-43 em CD4, que ¢ reconhecido por b12. A obstrugdo desse sitio torna a interacdo da
proteina viral com o receptor muito fraca, impedindo o processo de fusdo do virus com
a célula. Muitos outros anticopos com a mesma especificidade de interagao ao CD4 ja
foram identificados. No entanto, ao contrario de bl2, eles se ligam a subunidades
monoméricas de gp120, mas ndo possuem a habilidade de neutralizar isolados de HIV-
1. Ainda ¢ preciso se descobrir como se produzir outros anticorpos com a mesma
especificidade de b12 (Wyatt & Sodroski, 1998; Saphire et al., 2002; Burton et al.,
2004).

> 2Gl12
2G12 reconhece um conjunto de residuos de oligomanose ao redor das regides
V3/C3/V4 de gpl120. Uma vez ligado a particula viral ele atua impedindo, de maneira
ndo especifica, a entrada do virus na célula. Os residuos reconhecidos por esse anticorpo
fazem parte do revestimento de aglcar presente em gl120, que dificulta a agdo do
sistema imune. A relativa conservacdo desses agucares permite que esse anticorpo

reconhega varias linhagens de HIV-1 (Burton et al., 2004; Kang et al., 2005).

> 447-52D
O anticorpo 447-52D foi produzido a partir de heterohibridomas derivados de
células periféricas mononucleadas do sangue de um individuo infectado com
linhagens do subtipo B, reconhece um epitopo no topo do loop V3. E o anticorpo
anti-V3 que possui maior capacidade de reacdo cruzada. Ele reconhece residuos que
estdo sobrepostos a regido central do topo do loop V3, os residuos GPxR (residuos
312-315, em HXB2), que sdo altamente conservados entre as linhagens do subtipo B.
Ao contrario da maioria dos anticorpos anti-V3, 447-52D ¢ capaz de neutralizar
isolados virais que utilizam como co-receptor tanto CXCR4 como CCRS, sendo
capaz de neutralizar linhagens de V3 com grande variabilidade em suas seqiiéncias.
Estudos demonstraram que esse anticopo foi capaz de neutralizar praticamente todas

as linhagens que possuiam o epitopo GPGR, e cerca de 50% dos isolados do subtipo

43



Revisdo Bibliogrdfica

B analisados. O anticorpo parece ndo reconhecer o motivo GPGQ no topo do loop
V3, presente na maioria dos isolados nao pertencentes ao subtipo B (Stanfield ef al.,

2004; Zolla-Pazner et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

Considerando a pequena quantidade de informagdes referentes aos isolados
do HIV-1 que circulam no Distrito Federal, neste trabalho pretendemos:

v" Realizar a caracterizagdo dos subtipos das amostras analisadas com base na
regido C2-C3 de gp120;

v' Verificar a concordancia do subtipo caracterizado com base em C2-C3 de
gp120 com a defini¢do de subtipo feita a partir de outras regides do genoma, a saber:
gag, nef, PR e RT;

v’ Caracterizar, nas amostras do Distrito Federal, os dominios antigénicos ja
descritos na literatura para a regido do loop V3 de gp120 capazes de induzir anticorpos
neutralizantes;

v’ Analisar a distribuicdo de aminoacidos carregados positivamente nas
posigdes 11 e 25 do loop V3 de gpl120, que possam sugerir o tipo fendtipo produzido
pelos virus nas amostras do Distrito Federal,

v’ Realizar a analise filogenética das seqiiéncias obtidas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Populac¢ao Estudada

A populagdo alvo foi composta de individuos HIV-1 positivos, maiores de
18 anos, de ambos os sexos e que apresentavam carga viral para o RNA do HIV-1
superior a 50.000 copias/ml. As amostras analisadas sdo provenientes do ano de 2002
e foram obtidas a partir do material biologico (RNA) estocado no Laboratorio
Central de Saude Publica do Distrito Federal (LACEN-DF). Este estudo é andnimo e
tem a aprovacdo do comité de ética. Todas as amostras foram previamente
codificadas, ndo havendo qualquer identificacdo dos pacientes por nome, sexo, idade

ou qualquer outro dado pessoal.

A representatividade da populagdo foi calculada para um nivel de confianga
de 99%, utilizando-se o programa Estatcalc Epi-6 (CDC), retirado do enderego
eletronico: http://www.cdc.gov/epiinfo/. Para tanto, foi considerada a populagdo de

individuos infectados pelo HIV no DF (n=4024).

3.2. Coleta das Amostras
Para a realizacdo do exame de carga viral do HIV-1 no servigo publico de
assisténcia a satde no Distrito Federal ¢ coletada uma amostra de sangue do
individuo que sera submetido ao teste. Essa amostra € processada para a obtengao do
plasma no LACEN-DF. O RNA viral ¢ entdo extraido, de acordo com as instrucoes
do kit para carga viral, e mantido em um volume final de 50 pl. Deste volume de
RNA obtido, 5 pl sdo usados na reagdo de carga viral e os 45 pl restantes sdo

armazenados em freezer a -80° C.

Nos experimentos realizados foram coletadas 60 aliquotas de 45 pul de RNA
que foram encaminhadas ao nosso laboratorio e armazenadas a -80°C para a
realizagdo dos procedimentos descritos a seguir. Os isolados analisados neste estudo
foram denominados por DF 02.n, de acordo com o ano de coleta da amostra e o

numero dado ao isolado.
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3.3. Transcricio Reversa

A reacdo de transcrigdo reversa foi realizada em um volume final de 20uL, a
partir das amostras de RNA anteriormente mencionadas. Inicialmente, uma solucio
contendo 5pL de RNA viral, 0,1pg de iniciadores reandomicos e 6,2uL de dgua Milli Q
foi submetida a 70°C por 5 minutos. Adicionou-se, em seguida, 2,5x de tampao First
Strand (Invitrogen), 0,5mM de dNTP, 0,02M de DTT (Invitrogen), 40 unidades (U) de
inibidor de RNAse (/nvitrogen) e 200 unidades (U) da enzima transcriptase reversa
Super Script III (/nvitrogen). Esta reacdo foi incubada a 25°C por 5 minutos e, em
seguida, a 50°C por 60 minutos, sendo inativada por aquecimento a 70°C por 15

minutos. O ¢cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C até o momento do uso.

3.4. Reacido em Cadeia da Polimerase

O cDNA do HIV-1 foi amplificado por meio de nested PCR, utilizando-se
um conjunto de iniciadores especifico para regido VI-V5 de gpl20.
No primeiro ciclo foram usados os iniciadores externos ED5 (senso)/ED12 (reverso)
(Integrated DNA Technologies) e no segundo ciclo os iniciadores internos ED31
(senso)/ED33 (reverso) (Integrated DNA Technologies) (Rodrigo & Mullins, 2001)
(Figura 11).

gp120/gp41-
Peptideo sinal sitio de
de ap120 clivagem
SuU ™

V1 V2 V5

V3 V4
C2 C3 Cc4 C5[ g 1
'.,:!.l g

1°ciclo (V1-V5) ED5 (6556-6581*):
5’ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG3’
ED12 (7822-7792*):
5’AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAGY
Fragmento de: 1236 pares de base

2°ciclo (C2-C3) ED31 (6816-6844*):
5’'CCTCAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAGY
ED33 (7359-7380*):
5'TTACAGTAGAAAAATTCCCCTC3’

Fragmento de 564 pares de base

Figura 11. Seqiiéncias, localizacdo dos iniciadores para a amplificagdo da regido V1-
V5 de gpl120.* As indicacdes das posigoes dos iniciadores de gp120 estdo baseadas no
genoma do HIV-1 HXB2.
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A PCR foi realizada num volume final de 50uL, contendo SuL de cDNA, 0,25mM de
dNTPs (Invitrogen), 0,8uM de primers EDS/ED12 (Integrated DNA Technologies)
(Rodrigo & Mullins, 2001) 2U da enzima Taq polimerase (/nvitrogen), 10x de tampao
da enzima (Invitrogen) ¢ 2,5mM de cloreto de magnésio (Invitrogen). As amostras
foram amplificadas em um termociclador (PTC-100 Research INC) usando-se os
seguintes ciclos térmicos: 94°C 1min; 58°C 1min; 72°C Imin; 2X 94°C Imin, 58°C
Imin, 72°C 1 min; 31x 94C 15seg, 49°C 45seg, 72°C 5 min. Trés microlitros do
produto de PCR gerado no 1° ciclo foram submetidos a uma segunda amplificagdo com
os primers ED31/ED33 (Integrated DNA Technologies) (Rodrigo & Mullins, 2001), nas
mesmas condi¢des e usando-se os mesmos ciclos de amplificagdo (Figura 11).

As amostras amplificadas foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1%, posteriormente corado com brometo de etideo. Os fragmentos de DNA
esperados deveriam apresentar um tamanho em torno de 564 pares de bases (pb),
correspondente a regido C2-C3 de gp120. Controles negativos foram incluidos durante
os procedimentos de extragdo e amplificagdo, para monitorar possiveis contaminagdes.

Considerando-se a importancia da caracterizagcdo genética dos subtipos do HIV-
1 circulantes no Distrito Federal, dados baseados em outras regides do genoma do virus
foram gerados pelo nosso grupo de pesquisa (dados gerados por Véras, Nazle Colago e
Ramalho, Eduardo). Dessa maneira, no presente trabalho, apresentaremos também, para
fins de comparag@o, os resultados dos subtipos que foram caracterizados com base nas

regides: gag, nef, PR e RT, dados obtidos por nosso grupo de pesquisa.

3.5. Purifica¢ao e Precipitacdo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR que apresentaram bandas inespecificas quando
visualizados em gel de agarose foram purificados utilizando-se o Kit GEX" PCR DNA
and gel purification (Amersham), de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante, e
ressuspendidos em 30puL de agua Mili Q.

Os demais produtos foram precipitados pelo tratamento com acetato de amonio
e etanol 100%. Para isso, foram adicionados para cada volume de PCR meio volume de
acetato de amonio 7,5 M e 2,5 volumes de etanol 100%. A reacdo foi mantida a -80°C
por 30 minutos ¢ submetida a centrifugacdo a 13.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. Apods
o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 100uL de etanol 70% e

centrifugado a 5.000 rpm por cinco minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante

48



Metodologia

foi, mais uma vez, descartado e o precipitado foi mantido a 37°C por uma hora e, em

seguida, ressuspendido em 15uL de agua Mili Q.

3.6. Genotipagem

3.6.1. Seqiienciamento automatico

Os produtos de PCR foram seqiienciados automaticamente, em ambas as
direcdes, utilizando-se os iniciadores internos ED31 (senso)/ED33 (reverso) (Rodrigo &
Mullins, 2001), para o seqiienciamento do segmento C2-C3 de gp120. As reagdes de
seqiienciamento nucleotidico foram realizadas no laboratério de Biologia Molecular da
Universidade de Brasilia, utilizando-se o kit “7ag Dye-terminator”, no Sistema
Megabace Molecular Dynamics (Amersham, Pharmacia) e na plataforma de
seqiienciamento da EMBRAPA (Cenargen) utilizando-se o kit ABI/ PRISM® BigDye™
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems).

3.6.2. Analise das seqiiéncias

A qualidade das seqiiéncias obtidas nas reagdes de seqiienciamento
automatico foi verificada pelo programa PHRED (Ewung ef al., 1998). As homologias
das seqiiéncias nucleotidicas foram determinadas pelo programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990), em que as mesmas sao alinhadas com
seqiiéncias do HIV-1 disponiveis no banco gendomico dos Los Alamos (http://hiv-
web.lanl.gov./). O alinhamento das seqiiéncias em ambas as dire¢des foi realizado pelo
programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e otimizado por inspe¢ao visual. Apos
a corre¢ao das divergéncias, prosseguiu-se com a tradugao e alinhamento das seqii€ncias
obtidas com aquelas seqiiéncias de referéncia, também retiradas do banco de genomas
do Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov).

A determinacdo dos subtipos foi feita pela analise de homologia entre as
seqiiéncias dos isolados avaliados neste estudo e as seqiiéncias consenso do grupo M
disponiveis no banco de genomas do Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov). O programa
REGA HIV Subtying Tool (de Oliveira et al., 2005) foi utilizado para confirmar a
caracterizacdo dos subtipos. Esse programa utiliza a analise filogenética associada ao
método de bootscanning para a determinagdo de subtipos e de formas genéticas

recombinantes de seqiiéncias gendmicas completas e parciais do HIV-1.
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As seqiiéncias que poderiam apresentar pontos de recombinacdo foram
analisadas pelo método de bootscanning, utilizando-se o programa SimPlot (Lole et al.,
1999). Esse programa utiliza o alinhamento da seqiiéncia analisada, que provavelmente
possui pontos de recombinagdo, com seqiiéncias referéncias dos subtipos do grupo M do
HIV-1. Os resultados gerados refletem a similaridade da seqiiéncia analisada com uma
das seqiiéncias referéncias utilizadas. As andlises sdo realizadas a partir de pequenos
intervalos (janelas) das seqiiéncias e os resultados sdo plotados em um grafico,
possibilitando o reconhecimento de pontos de recombinagdo. Para a determinacao de
um subtipo foi utilizado um valor de bootstrap de 70%, segundo Hillis & Bull, 1993.
Para a realizacdo do teste de bootscanning foram utilizados os seguintes parametros:
janela = 300 pb, passo = 20pb, GapStrip = on, niimero de repeti¢cdes = 1000, Ts/Tv = 2,
modelo de distancia dois parametros de Kimura ¢ modelo de arvore neighbor joining do
programa SimPlot, versdo 2,5 (Ray, 1999).

Para analisar a variabilidade genética da regido do loop V3 dos isolados do
HIV-1 avaliados neste estudo, foi realizada a dedug¢do de suas seqliéncias de
aminoacidos a partir do alinhamento das suas seqii€ncias de nucleotideos obtidas com
os iniciadores senso (ED31) e reverso (ED33). As seqiiéncias deduzidas dos isolados do
subtipo B foram alinhadas com a seqiiéncia referéncia do subtipo B, HXB2, e aquelas
pertencentes aos isolados do subtipo F foram alinhadas com a seqiiéncia referéncia F1
BE93, para tais alinhamentos utilizou-se o programa CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994).

3.6.3 Analise Filogenética

A analise filogenética foi realizada utilizando-se o conjunto de programas
PHYLIP (Felsenstein, 1993). As seqiiéncias de nucleotideos de cada isolado analisado
neste estudo (designadas por DF 02.n, de acordo com o ano de coleta e o numero do
isolado), foram alinhadas com seqiiéncias referéncia de varios subtipos do grupo M do
HIV-1, retiradas do sitio Los Alamos (http://hiv-web.lanl.gov), utilizando o programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). Foi utilizado um fragmento de 330 pares de
base que era comum a todas as seqiiéncias analisadas. Seqiiéncias de isolados brasileiros
da regido C2/C3 de gp120 também foram adicionadas ao conjunto de dados analisado

(Bongertz et al., 2000).
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A distancia evolutiva foi calculada utilizando-se o programa DNAdist, pelo
método de corregdo de dois pardmetros de Kimura (Kimura, 1980). As relacdes
filogenéticas foram determinadas pelo método de Maximum likelihood (maxima
verossimilhanga). A reprodutibilidade de cada ramo foi estimada por um valor de
bootstrap de 1000 réplicas. O programa Consensus Tree foi utilizado para gerar uma
arvore consenso. A arvore foi desenhada pelo programa Tree-View. A seqiiéncia
consenso do grupo O foi utilizada como grupo externo. Um valor de bootstrap de 70%

foi considerado confidvel para determinacdo de um determinado subtipo (Hillis & Bull,

1993).
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4. RESULTADOS
4.1. Amostragem

Neste estudo foram analisadas 60 amostras de RNA. O calculo da
representatividade, realizado pelo programa Estatcalc Epi-6 (CDC), mostrou que essa
amostragem ¢ representativa da populacdo de individuos infectados pelo HIV no

Distrito Federal, para um nivel de confianca de 99%.

4.2. Amplificacao da regiao C2-C3 de env

Todas as 60 amostras coletadas foram transcritas reversamente e foram testadas
para amplificagdo da regido C2-C3 de gp120, conforme descrito na metodologia. Todas
as amostras foram amplificadas para a regido C2-C3 de gpl20, obtendo-se um

fragmento de DNA de cerca de 560 pb (Figura 12).

M1 1 2 3 4 5

800 pb —»>

100 pb

Figura 12. Analise eletroforética dos produtos de PCR da regido de C2/C3 de gp120, em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. M1 indica o marcador de peso
molecular de 100pb (Promega); os nimeros 1 a 5 indicam amostras de isolados do HIV-1;

CN ¢ o controle negativo.
4.3. Definicao dos subtipos do HIV-1.

A caracterizag¢ao das formas gendmicas do HIV-1 foi feita através da analise das

seqiiéncias geradas para os produtos de PCR. As amostras foram seqiienciadas em
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ambos os sentidos para a obten¢do da regido equivalente a C2-C3 de gpl120 (primers
internos ED31/ED33). As seqiliéncias obtidas foram submetidas a andlises por
homologia pelo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e pelo REGA HIV
Subtying Tool para a determinagdo de seus subtipos (Altschul et al., 1990; de Oliveira et
al., 2005).

Das 60 amostras amplificadas, 53 (83%) apresentaram seqiiéncias de tamanho
suficiente para serem caracterizadas com base na regido C2-C3 de gpl20. As sete
amostras restantes nao apresentaram seqiiéncias de qualidade e tamanho suficientes para
a realizacdo da caracterizacdo, e foram excluidas deste estudo. As seqiiéncias de
nucleotideos das amostras caracterizadas estdo dispostas no Anexo, pagina 84. A
determinagdo dos subtipos revelou a prevaléncia do subtipo B, presente em 51 (96,2%)
das 53 amostras, seguida pela presenca de um isolado F1 (1,9%) e um isolado B/F
(1,9%). A Figura 13 representa a distribuicdo das formas genéticas encontradas pela

analise das seqiiéncias da regido do envelope.

oB
mF
OB/F
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Figura 13. Distribui¢do das formas genéticas do HIV-1 encontradas pela analise da
regido C2-C3 de gp120. A cor azul representa as amostras do subtipo B, a vermelha a
do subtipo F1 e a amarela a forma genética B/F. A determinacdo dos subtipos de cada
amostra foi baseada nas analises de homologia, realizadas utilizando-se o programa
REGA (de Oliveira et al., 2005), e de filogenia. Os eventos de recombinagdo foram
confirmados por SimPlot (Ray, 1999).

Os procedimentos mais comuns para a determinagdo dos subtipos do HIV-1 sdo

baseados na analise de seqii€ncias parciais de env e no ensaio de HMA (Heteroduplex

Mobility Analysis), em que também se analisam fragmentos do gene do envelope
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(Rodrigo & Mullins, 2001; Gadelha et al., 2003). No entanto, a descricdo de novas
formas genéticas e da existéncia de formas recombinantes circulantes revelaram que tal
metodologia ndo era tio eficiente, surgindo a necessidade da caracterizagdo de outras
regides gendmicas (Thomson et al., 2002b).

Assim, os resultados obtidos foram complementados com os encontrados pela
caracterizacdo de subtipos baseada em outras regides genomicas: gag, PR, RT e nef. A
Tabela 3 mostra os subtipos encontrados pela andlise da regido C2-C3 de gpl20 e
aqueles obtidos a partir da caracterizagdo de outras regides do genoma do HIV-1, dados

que foram gerados pelo nosso grupo de pesquisa.

Tabela 3. Definicdo dos subtipos realizada a partir das analises das seguintes regides
genomicas: env gag, RT, PR e nef. A determinagdo do subtipo foi baseada em analises

de homologia e filogenia. As formas genéticas discordantes aparecem destacadas em

vermelho e verde.

DF02.50

Amostras Subtipo Subtipo Subtipo Subtipo Subtipo
env gag PR RT Nef
(6816-7380) (837-1690) (2253-2549) (2604-3250) (8274-9025)
DF02.02 B B B B -
DF02.03 B B B B B
DF02.05 B B B B -
DF02.06 B B B B -
DF02.09 B B B B B
DF02.12 B B B B -
DF02.14 B B B B -
DF02.15 B - B B -
DF02.20 B - B B B
DF02.21 B B B B B
DF02.23 B B B B B
DF02.26 B B B B -
DF02.30 B B B B B
DF02.33 B B B B B
DF02.34 B B B B B
DF02.35 B B B B B
DF02.36 B B B B -
DF02.37 B B B B -

DF243 | B | B | B | B [ - |

DF02.51
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DF02.53 B - - - -
DF02.55 B B B B -
DF02.58 B B B B -
DF02.59 B B B B -
DF02.60 B - B B -
DF02.65 B B B - -
DF02.67 B - B B B
DF02.71 B - B B -
DF02.72 B - B B B
DF02.73 B - B B B
DF02.75 B - B B -
DF02.76 B B B B B
DF02.80 B - B B B
DF02.81 B B B B
| Dr2s3 [ B [ BF | BF | B [ B |
DF02.86 B - B B -
DF02.88 B B B B B
DF02.89 B - B B B
DF02.91 B B B B -
DF02.94 B - B B -
DF02.95 B B B B B
DF02.97 B B B
DF02.98 B B B
DF02.99 B - B - B
DF02.102 B - B B B

A comparacao desses dados mostrou que a ocorréncia de oito (15%) amostras
discordantes, todas recombinantes B/F, com os seguintes perfis genéticos:
em' ' /gagB/PRE/RTE, em®/gag® IPRB/RT  /nef®, env®/gag® /PRB/RTE, em/®/PRRF1*
BERT®/nef?, em®/gag® IPRPF/RT®, env®*/gag®/PRP/RTE, en®/gag®/PRE/RTPF .

4.4. Analise Filogenética

Para definir as relagdes filogenéticas entre os isolados analisados, foi utilizado o
método de maxima verossimilhanga através do conjunto de programas PHILIP
(Felsenstein, 1993). A reprodutibilidade de cada ramo foi calculada por um valor de
bootstrap de 1000 replicagdes. Um valor de bootstrap confiavel foi estabelecido acima
de 70% (Hillis & Bull, 1993). Desse modo, 50 das 53 amostras que tiveram suas
formas genéticas caracterizadas com base na regido C2/C3 de gpl20 apresentaram
seqiiéncias de tamanho suficiente para serem submetidas a analise filogenética, 330 pb

(Figura 14).
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Figura 14. Relacdes filogenéticas pelo método de maxima verossimilhanca entre os
isolados do HIV-1 circulantes no Distrito Federal (DF 02.N) e seqiiéncias de outros
subtipos do HIV-1 do grupo M e de isolados brasileiros do subtipo B (B2BR021W,
95BRRJ006, 95BRRJ00S, 95BRRJ009, 95BRRJO11). O grupo O foi utilizado como
grupo externo. O método de dois parametros de Kimura foi utilizado para estimar a

distdncia genética entre as seqliéncias. Valores de bootstrap significativos estdo

indicados ao lado de cada ramo (1000 replicagdes).
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A andlise filogenética confirmou os resultados encontrados a partir da
caracterizacdo das formas genéticas por homologia. Os isolados do subtipo B
caracterizados neste estudo foram agrupados com outros isolados brasileiros do subtipo
B e com a seqiiéncia referéncia HXB2 com um valor de bootstrap de 1000 vezes. O
isolado DF 02.07 esta agrupado com o subtipo F1, com um valor de boostrap de 705,
confirmando tratar-se de uma amostra do subtipo F1. O isolado DF 02.48 forma um
ramo a parte, ¢ estd agrupado com as seqii€ncias referéncia B/F e F1, com valor de
boostrap de 899. Para confirmar a presenca de um ponto de recombinagao neste isolado,
a seqiiéncia foi submetida ao teste de bootscanning. Para a realizacdo desse teste, as
seqiiéncias de outras regides gendmicas, RT e PR, foram adicionadas com a finalidade

de aumentar a precisdo da determinagdo dos pontos de recombinacgao (Figura 15).

R RT EHY
— A2 040N T
100 — B0
— C 92BR025
ey —DELI
&0 — F 33BR020
- — (3. 82MG053
1 JEETEET
& | — KEQTEI1C
50
40
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20
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ol -

LA LA L L L L DL B B L LN BN B BN BN B
n 100 200 300 400 300 G600 YOO 800 900 1000 1100 1200

mimero de nucleotideos (ph)

Figura 15. Analise por bootscanning da seqiiéncia de nucleotideos das regides RT, PR
e C2/C3 de gpl120 do isolado DF 02.48 B/F, comparando-a aos diferentes subtipos do
HIV-1. O eixo horizontal representa o numero de nucleotideos analisados, o eixo
vertical representa a porcentagem de arvores permutadas que suportam um determinado
subtipo. Os seguintes parametros: janela = 300 pb, passo = 20pb, GapStrip = on,
numero de repeticoes = 1000, Ts/Tv = 2, modelo de distancia dois parametros de

Kimura e modelo de arvore neighbor joining.
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A analise por bootscanning confirmou, por um valor de bootstrap acima de
70%, a presenga de um ponto de recombinacdo B/F na regido C2/C3 de gpl20 do
isolado DF 02.48.

4.5. Caracterizacio da variabilidade antigénica da regiio do loop V3

nos isolados do HIV-1 do Distrito Federal

Para analisar a variabilidade genética da regido do loop V3 dos isolados do HIV-
1, foi realizada a deducgdo de suas seqiiéncias de aminoacidos a partir do alinhamento
das suas seqiiéncias de nucleotideos obtidas com os iniciadores senso (ED31) e reverso
(ED33). Devido a problemas na qualidade das seqiiéncias, foi possivel a deducio de
seqiiéncias de aminoacidos de 41 amostras das 60 analisadas. As 19 amostras restantes
ndo puderam ser caracterizadas.

Dentre os isolados que tiveram suas seqiiéncias de aminoacidos caracterizadas,
40 eram do subtipo B e uma do subtipo F1, o isolado DF 02.07. O tretrapeptideo GPGR
localizado no topo do loop V3 foi avaliado para a caracterizacdo da variabilidade intra-
subtipo e antigénica desse motivo. A analise da regido do loop V3, realizada a partir
das seqiiéncias de aminoacidos deduzidas, mostrou a grande variabilidade dessa regido

(Figura 16).
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CONS-B 1 CTRPNNNTRKSIHI |GPGR | AFYTTGEIIGDIRQAHC 35
DF02.03 e M |[GPGK |T..A.-DE..... K.Y.
DF02.06 oo M |GWGR | .I.MP.G..........
DF02.07 oo, P. |GPGR | ... A..D..........
DF02.09 ... G..L |GFGR |TL.A..R..........
DF02.12 ... K....R.PM [GLGR | ...... S KK...
DF02.15 ... T...R.QR |GPGN | ...V..G.T.———————
DF02.17 oo S. |GPGR | ...A..S...N......
DF02.21 B G... |GPGA |S..A. ... ...
DF02.25 e, L |GLGR | ...A...... S.o.....
DF02.26 .I..G6.T...R.RG |GPGY | ...V....T....K...
DF02.30 oo, T. |GPGR | ...A. ...
DF02.32 i, N. [GPGR | ...A...M.........
DF02.33 e, N. |[GPGR | ... A..D..........
DFO02.34 R € P R... |GPGR | ...ASEG.V........
DF02.35 ool S. |GPGR | ..FA..D..........
DF02.36 I..S8.0 00 ROLLL [GOGR | LWL Ll K.Y.
DF02.37 e YV |GPGR [T..... -K..N......
DF02.43 oo GPGK | ...A.-D..........
DF02.48 N € P G... |GPGR | ...A..-KT....K...
DF02.50 R E G... |GPGR | ... AEA.T........
DF02.51 i GPGR | ...... Ao,
DF02.55 T LP. |GPGR | .LFA..A..........
DF02.58 B G... |GPGR | ...A..D...N......
DF02.59 ... I.G... |GPGS | ...AR.Q...... R.Y.
DF02.60 ..o, Q. |GPGR | ...AT.K...ovva.
DF02.67 ceeGoliial GPGR | ...A..D..........
DF02.69 I..Gels G.R. |GPGR |TI.A..R..........
DF02.71 oo R.G... |GPGR | ........ T..... E..
DF02.72 B R...M |GFGR | .L..N...V........
DF02.73 oo G... |GPGR |T..A..D...N......
DF02.75 B R...M |GPGR [T..AE.D..........
DF02.80 oo M | GPGK LCALDLLUNL L.
DF02.81 ... R...M |GWGR | ...A....V........
DF02.83 B € PL |GWGR |VL.A..D..........
DF02.86 e...G...I....M [ALGR | .L.A.ER.V.N..N
DF02.88 i GFGR | .L.A..A.Q........
DF02.91 ool N. [ GPGK CALDL oo,
DF02.94 i APGG | ...A. ... ..
DF02.95 ... I.R..RM |GWGR |T..A..Q.K.S......
DF02.99 oo, PM |GPGH | ..HA.D...........
DF02.102 ..., R.N. |GPGR | ..LA..A..........

Figura 16. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da regido do loop V3 obtidas
com a seqiiéncia consenso B. Em destaque a regido do topo do loop V3, em laranja esta
representado o motivo GPGR, em verde esta representado o motivo GWGR (B”’).
Aminoacidos idénticos sdo indicados por pontos, delecdes sao indicadas por tragcos. Em

destaque o motivo GPGR.
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Ao analisarmos as seqiiéncias obtidas em relagdo a apresentacdo de motivos
antigénicos e a sua variabilidade, notamos que o principal motivo de V3 (GPGR nas
posigdes 312-315 de gp160 de HXB2) em 20 das 40, (50%), das amostras. O epitopo
GWGR caracteristico do subtipo B’’ do Brasil foi encontrado em 4 das 40 amostras,
(10%). Os motivos GFGR e GPGK foram encontrados em 3 amostras, (7,5%), cada um,
e 0 motivo GLGR estava presente em 2 das 40 amostras (5%). Outras variagdes foram
descritas em apenas uma amostra: GPGN, GPGA, GPGY, GQGR, GPGS, ALGR,
APGG, GPGH, apresentando uma freqiiéncia de 20%. Os motivos GPGY (DF 02.26) ¢
ALGR (DF 02.86), ainda nao descritos na literatura, foram descritos neste estudo. O
isolado DF 02.07, do subtipo F, apresentou o motivo GPGR, caracteristico de outros
isolados desse subtipo ja descritos no Brasil (Bandea ef al., 1995). A Figura 17 mostra a
distribui¢cdo dos motivos encontrados no topo do loop V3 das amostras do subtipo B

analisadas.

O GPGR B GWGR 0O GPGK
O GFGR B GLGR @ Outros variantes

Figura 17. Distribui¢do dos variantes do subtipo B do HIV-1 encontrados pela analise
das seqiiéncias deduzidas de aminoacidos do loop V3 de gpl120. A cor azul escuro
representa os isolados contendo o motivo GPGR; a roxa os que apresentam o motivo
GWGR; a amarela os que apresentam o motivo GPGK; a azul os que possuem o motivo
GFGR; a verde os que apresentam GLGR; a laranja representa as outras variagdes desse

motivo observadas (GPGN, GPGA, GPGY, GQGR, GPGS, ALGR, APGG e GPGH).
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4.6. Analise dos residuos de aminoacidos localizados nas posicoes 11 e

25 do loop V3 dos isolados do HIV-1.

A presenca de aminoacidos carregados positivamente nas posicoes 11 e 25 do
loop V3 de gp120 possui relevancia para a determinagao do fendtipo SI. Aminoacidos
de carga positiva, arginina (R) ou lisina (K), em uma das posi¢des 11 e/ ou 25 sugere a
utilizagdo de CXCR4 como co-receptor e a indugao de um fenotipo SI. A presenga de
aminodcidos ndo basicos nessas posigdes esta relacionada ao fendtipo NSI e a utilizacdo
de CCRS5 como co-receptor nas células infectadas (Koning et al., 2002). Diante desse
contexto, analisamos a presenga de residuos de R e K nas 41 seqiiéncias de aminoacidos
deduzidas para as amostras analisadas neste estudo. A Figura 18 mostra o alinhamento
das seqiiéncias dos isolados do Distrito Federal com o consenso do subtipo B, e mostra

em destaque as posigoes 11 e 25 do loop V3.
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Figura 18. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da regido do loop V3 de gp120

com a seqiiéncia consenso do subtipo B, destacando-se as posicdes 11 e 25. Em

vermelho estdo estacados os residuos de R e K encontrados nas posigoes 11 e 25 do

loop V3 de gp120. Aminoécidos idénticos sao indicados por pontos, delecdes sao

indicadas por tragos.
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Ao analisarmos a disposi¢ao de aminoacidos nas posi¢des 11 e 25 do loop V3
de gp120, encontramos que 9 das 41, (22%) apresentaram residuos carregados
positivamente em pelo menos uma das posi¢des avaliadas. Nenhum dos isolados
apresentou aminoacidos de carga positiva nas duas posi¢des analisadas. As dele¢des
encontradas nessas posi¢des estdo descritas na literatura e ndo estdo associadas a um
fenotipos SI (Milich et al., 1993; Fouchier, 1995). Este resultado sugere que 22% dos
isolados analisados possuem fenétipo indutor de sincicio e utilizam como co-receptor
CXCR4 ¢ que o restante das amostras analisadas, provavelmente, utilizam CCRS5 como

co-receptor e produzem um fenotipo NSI.
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5. DISCUSSAO

A genotipagem do HIV-1 ¢ de grande importancia para a caracterizacdo dos
subtipos e seus polimorfismos existentes em uma dada regido geografica. Tais aspectos
possuem relevancia para compreensdo das caracteristicas epidemiologicas da infecgdo
pelo HIV-1, assim como as formas de transmissdo e¢ patogénese do virus, além de
possuir implicagdes na eficacia das vacinas anti-HIV-1 que venham a ser adotadas

(Morgado et al., 2002; Thomson et al., 2002b).

A diversidade genética de V3 tem implica¢des na resisténcia aos anti-retrovirais,
na resposta imune, na patogenicidade das linhagens virais e no tropismo celular (Koning
et al., 2002; Brumme ef al., 2004). A emergéncia do fenotipo indutor de sincicios (SI),
na fase tardia da doenga, é associada com um rapido decréscimo dos linfocitos T CD4"
e rapida progressdao da doenca. Além disso, o fendtipo SI também ¢ associado a uma
resposta mais fraca as drogas anti-retrovirais (Brumme et al., 2004). Esses aspectos

ressaltam a importancia de se conhecer e monitorar a variabilidade genética de env.

O Brasil ¢ um pais de proporcdes continentais, conseqiientemente pode-se
observar diferentes padroes de distribuicdo dos subtipos nas diferentes regides
geograficas. O subtipo predominante no Brasil ¢ o subtipo B, seguido pelo subtipo F1,
mas observa-se também a presenga dos subtipos C, D e A. Ha ainda relatos de formas
recombinantes circulantes (CRFs), sendo as mais prevalentes aquelas entre os subtipos
B e F. O subtipo C tem apresentado uma prevaléncia crescente nos estados do Sul e do
Sudeste do Brasil. O subtipo C ¢, atualmente, o de maior prevaléncia em todo mundo.
Vérios estudos tém demonstrado que a prevaléncia do subtipo C ndo apenas tem
aumentado nas regides Sul e Sudeste, mas também estd se expandindo para as regides

mais ao norte do pais (Morgado ef al., 2002; Soares et al., 2003).

E importante destacar que a distribui¢do dos subtipos do HIV-1 em uma
localidade tem determinantes proprios e ndo pode ser generalizada para todo pais, ou até
mesmo para uma regido geografica (Rossini et al., 2001). O conhecimento da
diversidade do HIV-1 em uma regido tem implicacdes importantes sobre a
epidemiologia do HIV-1, tanto para o diagnostico, como na eficacia do tratamento, na
avaliacdo da resisténcia as drogas anti-retrovirais, ¢ no desenvolvimento de vacinas anti-
HIV. Essa ferramenta também pode prover informagdes relevantes sobre a origem ¢ a

propagacao dos variantes do HIV-1 em distintas regides geograficas, as formas de
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transmissdo e a patogenicidade dessas linhagens virais (Thomson et al., 2002b; Perrin et

al., 2003).

Os primeiros estudos de caracterizacdo e epidemiologia molecular do HIV-1
eram realizados com base na regido do envelope, devido a interesses no
desenvolvimento futuro de vacinas contra HIV-1. Mais recentemente, analises baseadas
no gene gag também foram utilizadas para determinar as formas genéticas do HIV-1
(Morgado et al., 2002; Thomson et al., 2002b). No entanto, a existéncia de
recombinacdo entre diferentes subtipos torna necessaria a analise de diferentes regides
do genoma para que se possa caracterizar as formas genéticas recombinantes, as
infeccdes mistas causadas por diferentes subtipos e para a melhor compreensao das
formas genéticas circulantes em uma regido (Castro et al., 2003; Thomson et al.,

2002a).

Para melhor conhecer as caracteristicas epidemioldgicas do HIV-1 no Brasil
varios métodos sdo utilizados na defini¢do das formas genéticas circulantes desse virus.
Dentre as técnicas utilizadas estd o sequenciamento de isolados do HIV-1, que ¢
sensivel e reflete melhor os polimorfismos das linhagens virais. No entanto, hd outras
técnicas, como RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) e o EIA (Enzyime
Immunoassay), um método sorologico e 0 HMA (heteroduplex mobility assay), um dos
métodos mais utilizados para monitorar a distribuicdo dos subtipos no Brasil ¢ na

América do Sul (Casseb et al., 2002; Castro et al., 2003; Gadelha et al., 2003).
5.1. Definicao das formas genéticas do HIV-1

Neste estudo, sobre a caracterizagdo antigénica do HIV-1 no Distrito Federal,
foram testadas 60 amostras de individuos HIV-1 positivos com carga viral acima de
50.000 copias de RNA/mL de soro. Dessas 60 amostras, 53 (83%) foram amplificadas
com os conjuntos de iniciadores utilizados ED5/ED12 —ED31/ED33. Essas amostras
tiveram suas formas genéticas definidas. Os subtipos foram determinados por analises
de homologia, filogenia e em caso de formas genéticas recombinantes, também foi
utilizada a andlise de bootscanning, pelo programa SimPlot. Todas as amostras
apresentaram resultados concordantes entre a analise de homologia ¢ a filogenia. A
maioria das seqiiéncias analisadas, 51 das 53 (96,2%), foi classificada como do subtipo
B, que ¢ o mais prevalente em todo Brasil (Vicente et al., 2000; Morgado ef al., 2002;
Gadelha et al., 2003; Soares et al., 2003; Cerqueira et al., 2004b). As formas genéticas
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ndo B apresentaram uma prevaléncia de 3,8% (2 de 53), sendo encontrado um subtipo
F1 e uma forma recombinante B/F. O isolado DF 02.48, que apresentou como genoétipo
a forma B/F, teve o resultado encontrado na homologia e na filogenia confirmado por
meio de bootscanning , que detectou o ponto de recombinagdo na regido C2/C3 de
gp120. A ocorréncia do subtipo F1 e da forma recombinante B/F foi observado em um

caso cada um (1,8%).

No nosso estudo, a prevaléncia de formas genéticas ndo B e de recombinantes
foi menor que as relatadas por Gadelha et al. (2003) para o Ceard, que encontraram a
prevaléncia de 2,7% para os recombinantes B/F e para o subtipo F. Cerqueira et al.
(2004a) relataram a prevaléncia de 10,5% de formas recombinantes no Distrito Federal,
com base na analise dos genes da protease e da transcriptase reversa. Na regido Norte
Vicente et al. (1999), por meio da analise da regido C2/V3 de gpl120 e do gene da
protease, relataram a prevaléncia das formas genéticas recombinantes B/F de 35,5% de
e do subtipo F de 16%. Outros estudos conduzidos, principalmente, nas regides Sudeste
e Sul do Brasil apresentaram um maior percentual de subtipos ndo B, o subtipo F possui
uma prevaléncia entre 9 e 23%. O subtipo C esta se expandindo no sentido Sul-Norte do
Brasil, e ja apresenta uma prevaléncia de mais de 40% no Rio Grande do Sul, e as
formas recombinantes também tém aumentado o seu percentual de contribui¢do para
epidemiologia da AIDS em todo pais (Morgado et al., 1998; Bongertz et al., 2000;
Martinez et al., 2002; Brindeiro et al., 2003; Soares et al., 2003).

A recombinagdo B/F na regido C2/C3 de gp120 relatada neste estudo, ainda nao
foi descrita no Brasil. Os estudos realizados para a caracterizacdo das formas genéticas
do HIV-1 no Brasil, em sua maioria, utilizam o método de HMA, baseado em C2/C3 de
gp120. A analise das seqiiéncias dessa regido ¢é realizada para uma pequena parcela das
amostras (Gadelha et al., 2003; Bongertz et al., 2000). Talvez por isso, a variabilidade
genética desse segmento genOmico pode estar sendo subestimada. Além disso, ¢
importante ressaltar que a analise somente da regido C2/C3 de gpl20 pode nao
caracterizar precisamente a diversidade genética de uma regido. Ja que a deteccio de
formas genéticas recombinantes ndo ¢ muito eficiente quando se analisa somente uma
regido genOmica. Portanto, para melhor caracterizar a diversidade genética do HIV-1,
outras regides do genoma devem ser analisadas (Bongertz et al., 2000; Thomson et al.,

2002a; Gadelha et al., 2003).
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Para avaliar a diversidade genética do HIV-1 no Distrito Federal, os resultados
encontrados pela andlise da regido C2/C3 de GP120 foram complementados com os
obtidos pela analise das regides gendomicas de RT, PR, gag e nef, dados que foram
obtidos pelo nosso grupo de pesquisa. A comparagdo desses dados mostrou uma
prevaléncia do subtipo B em 45 amostras (85%) e a ocorréncia de oito (15%) amostras
discordantes, todas recombinantes B/F. A prevaléncia de 15% de formas genéticas
discordantes entre os genes env, gag, nef, da RT e da PR ¢ semelhante a encontrada no
Brasil por Brindeiro ef al. (2003) que analisaram os genes da RT e PR de diversas
regides do Brasil (Rio Grande do Sul, Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Mato Grosso
do Sul, Para, Bahia e Ceara) e encontraram uma prevaléncia de formas gendmicas
divergentes de 14,48%. Estudos realizados, anteriormente no Distrito Federal, por
Cerqueira et al. (2004a, 2004b) relataram a prevaléncia de formas genéticas divergentes

entre os genes da PR e da RT de 10,5%.

Thomson et al. (2002a) descreveram o aumento da prevaléncia das formas
genéticas recombinantes B/F na Argentina quando se avalia o genoma completo de
isolados do HIV-1. Tais resultados evidenciam a importancia da andlise de outras
regides gendmicas para melhor caracterizar as formas genéticas recombinantes. A
analise de multiplas regides do genoma pode evidenciar pontos de recombinagdo nao
acessiveis quando se utiliza apenas uma por¢do gendmica para a determinacdo das
formas genéticas circulantes do HIV-1 em uma dada regido geografica (Bongertz ef al.,

2000; Thomson et al., 2002a).

5.2. Caracterizacdo da diversidade genética dos isolados do HIV-1 no

Distrito Federal

O subtipo B do HIV-1 ¢ predominante em todo Brasil. Dentre os isolados
brasileiros do subtipo B pode-se descrever uma série de variagdes intra-subtipo
genéticas e antigénicas, que podem ter varias implicacdes na patogenicidade desses
isolados nos testes de vacinas para essa regido. Muitos variantes do subtipo B
apresentam no topo do loop V3 de gp120 o tetrapeptideo GWGR, no lugar da assinatura
GPGR, muito conservada nos isolados norte-americanos/europeus (Morgado et al.,

1998; Morgado et al., 2002).

Com o objetivo de melhor caracterizar a variabilidade dos isolados do HIV-1

circulantes no Distrito Federal foi realizada a predi¢cdo das seqiiéncias de aminoacidos
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da regido do loop V3 de gp120 em 41 das 53 amostras analisadas neste trabalho. Foram
avaliadas 40 amostras do subtipo B, incluindo a amostra BSB02.48 que ¢ um variante
B/F, e uma amostra do subtipo F, a BSB02.07. Dentre as 40 amostras do subtipo B, foi
encontrada a prevaléncia da assinatura GPGR, comum nas linhagens norte americanas e
européias, em 20 das 40 amostras analisadas, (50%). Em seguida, o motivo GWGR,
variante B’’, foi detectado em 4 amostras; os motivos GFGR e GPGK foram
encontrados em 3 amostras, cada um; o motivo GLGR em 2. Outras varia¢des desse
motivo foram encontradas em 8 amostras, (20%), sdo elas: GPGN, GPGA, GPGY,
GQGR, GPGS, ALGR, APGG, GPGH.

A prevaléncia do variante B’ encontrada nesse estudo difere das relatadas em
outras regidoes do Brasil, que variam de 30 a 57% (Covas et al., 1998; Bongertz et al.,
2000; Gadelha et al., 2003). A prevaléncia de 10% do variante B’’ encontrada nos
isolados do subtipo B do Distrito Federal ¢ a menor ja relatada no Brasil. Por outro lado,
foram encontrados outros 11 variantes nas seqiiéncias do topo do loop V3 analisadas.
Os mais prevalentes foram os motivos GFGR e GPGK que foram encontrados em 3
amostras cada um e o motivo GLGR, que teve uma prevaléncia de 5% (2 das 40).
Bongertz et al. (2000), em um estudo realizado nos estados da regido Sudeste (Rio de
Janeiro, Sao Paulo e Minas Gerais), relataram a prevaléncia de 10,5% para cada um dos
motivos GFGR ¢ GPGS. Covas et al. (1998) também relataram a ocorréncia dos

motivos GFGR, GLGR e GPGK em um estudo realizado em S&do Paulo.

Foi observada uma heterogeneidade nas seqii€ncias analisadas. Além dos
variantes descritos acima, outros 8 motivos, 20% das amostras, foram encontrados em
menor prevaléncia (apenas em um isolado). Os motivos GPGA, GQGR, GPGS, GPGN,
APGG e GPGH ja haviam sido relatados na literatura. Os tetrapeptideos GPGY e
ALGR relatados neste estudo, ndo estdo descritos anteriormente na literatura (http://hiv-

web.lanl.gov).

Novamente, ¢ importante ressaltar que a maioria dos estudos sobre a
variabilidade intra-subtipo B no Brasil & realizada a partir do método de RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism), baseado na digestdo do fragmento de
DNA amplificado pelos primers ED31/ED33, para a regido C2/C3 de gpl120, pela
enzima restricdo FOK I, que reconhece a seqiiéncia de DNA (GGA TGG GGA)
correspondente ao tripeptideo GWG (Morgado et al., 1998). Essa técnica € capaz de
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distinguir com bastante eficiéncia o variante brasileiro B’’ do subtipo B norte-
americano/europeu (Morgado et al., 1998; Covas et al., 1998). No entanto, o uso desse
método pode subestimar a heterogeneidade dessa regido, ja que as amostras negativas
para FOK I, em sua maioria, ndo sdo seqiienciadas e podem apresentar seqiiéncias
distintas da assinatura GPGR, encontrada nos isolados norte-americanos/europeus

(Covas et al., 1998).

No isolado DF 02.07, do subtipo F, descrito nesse trabalho, foi encontrado o
motivo GPGR ao invés da assinatura GPGQ caracteristica dos isolados pertencentes aos
subtipos ndo B. No entanto, este resultado esta de acordo com outros ja relatados no
Brasil e em outros paises da América do Sul, sugerindo que a presenca do motivo
GPGR em isolados ndo B ¢ tipica da América do Sul (Bandea et al., 1995; Apetrei et
al., 1998; Bongertz et al., 2000; Castro et al., 2003).

O papel dessa heterogeneidade encontrada no loop V3 de gp120 na epidemia da
AIDS no Brasil, ainda nio estd bem definido. O variante B’’, que possui prevaléncia
elevada em algumas regides do pais, pode ser diferenciado genética e antigenicamente
do variante do subtipo B predominante no Brasil (Casseb ef al., 1998; Morgado et al.,
2002). Ha estudos que demonstram a existéncia reacdo cruzada entre ambos variantes
do subtipo B. Bongertz et al. (2005), em um estudo para avaliar a capacidade de
neutralizagdo cruzada entre os subtipos do HIV-1 predominantes na regido Sudeste,
relataram a capacidade de reagdo cruzada dos anticorpos de individuos infectados com o
isolado B norte-americano/europeu (GPGR), o isolado B> (GWGR) e isolados do
subtipo F. Mas relataram uma menor freqiiéncia de reacdo cruzada entre os isolados do
subtipo F pelos anticorpos anti-GWGR, sugerindo que esse anticorpo seja mais
especifico. Casseb et al. (1998) estudaram alguns aspectos epidemioldgicos do variante
B’’em Sao Paulo, e ndo encontraram distingdes entre as formas de transmissdo e a
distribuigdo desse variante na populagdo estudada. Tais fatos mostram a importancia
que o isolado B’’ possui para a epidemiologia do HIV-1 no Brasil, principalmente em

relagdo ao desenvolvimento e aos testes de vacinas neste pais (Morgado et al., 2002).

Em relagdo aos outros variantes encontrados, ndo ha estudos de suas implicagdes
sobre a epidemia do HIV/AIDS no Brasil. Além, disso, existem relatos sobre a

neutralizacdo cruzada entre variantes do mesmo subtipo e entre subtipos diferentes no
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Brasil. Portanto, mais estudos devem ser realizados para a melhor caracterizacdo da

diversidade do /loop V3 de gp120 no pais.

5.3. Caracterizacio da diversidade antigénica dos isolados do HIV-1 no

Distrito Federal

O loop V3 ¢é uma regido que apresenta alta variabilidade. No entanto, algumas
caracteristicas estruturais e conformacionais conservadas. E uma regido de alto
potencial imunogénico e alvo de interesse de muitos grupos de pesquisa em todo mundo
(Gorny & Zolla-Pazner, 2004; Binley ef al., 2004). O loop V3 de gp120 possui varias
regides antigénicas e anticorpos anti-V3 podem bloquear a entrada do virus na célula,
além de influenciarem na infectividade e no tropismo celular da particula viral (Covas et

al., 1998; Burton et al., 2004).

Entre os isolados do subtipo B ha a predominidncia do variante norte-
americano/europeu, e, apesar da variabilidade genética hé a presenga do motivo GPGR,
no topo do loop V3, relativamente conservado nesses isolados. No entanto esse motivo
¢ pouco conservado entre as linhagens virais dos outros subtipos. Essa regido ¢
relacionada a ligagdo ao co-receptor, fungdo essencial as linhagens virais.
Conseqlientemente, apesar da maioria dos anticorpos anti-V3 ser especifica a uma
linhagem viral, existem alguns anticorpos que apresentam grande capacidade de reacdo

cruzada (Kwong, 2004).

O anticorpo monoclonal 447-52D ¢ o anticorpo anti-V3 de maior reagdo
cruzada. Reconhece o motivo GPGR, ¢ capaz de neutralizar cerca de 50% dos isolados
do subtipo B, além de ndo fazer distingdo entre os isolados R5 e X4. A capacidade de
neutralizagdo desse anticorpo esta sendo analisada por diferentes grupos de pesquisa,
para melhor compreender os aspectos envolvidos na interagdo desse anticorpo com o
loop V3 (Kwong, 2004). Esse anticorpo interage com 14 residuos no topo do loop V3,
mas varios estudos demonstram que trés residuos sdo fundamentais para a interagédo
entre o anticorpo 447-52D e o loop V3, os residuos de glicina (G), prolina (P) e arginina
(R). Assim, o epitopo do anticorpo 447-52D ¢é mais bem representado pela seqiiéncia

GPxR ( Gorny & Zolla-Pazner, 2004; Zolla-Pazner et al., 2004).

Zolla-Pazner et al. (2004) analisaram a capacidade de reacdo cruzada ente o

anticorpo 447-52D e 57 isolados primarios pertencentes aos subtipos A, B, C, D, E, F,
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G e H do HIV-1 contendo os motivos GPGR, GPGQ (tipico dos isolados do subtipo C),
e outros variantes (GPGA, GPGH, APGR, ARGR, AVPG, GGGR), no topo do loop
V3. Nesse estudo, foi relatada a neutralizacdo de 92% dos isolados do HIV-1 que
apresentavam o motivo GPGR. Esses isolados pertenciam a diferentes subtipos: B, F, A
e H. Outros isolados primarios, que ndo possuiam motivo GPGR no topo do loop V3,
ndo foram neutralizados por 447-52D. Binley et al. (2004) também relataram resultado
semelhante, a neutralizagao de todas as seqiiéncias que continham o motivo GPGR e de

nenhum dos isolados que apresentaram variagdes nessa regiao.

A presenga do residuo de R no motivo GPGR ¢ essencial a a¢cdo neutralizante do
anticorpo 447-52D. Estudos estruturais da ligagdo deste anticorpo ao loop V3
mostraram uma série de interacoes eletrostaticas entre o residuo de R do motivo GPGR
e a cadeia pesada de 447-52D, essas interagdes contribuem para a estabilizacdo do
complexo anticorpo/virus, e permitem a neutralizacdo viral. Quando o residuo de R ¢
substituido por outro, essas interacdes se tornam menos favoraveis e dificultam a
neutralizagdo do virus (Gorny & Zolla-Pazner, 2004; Stanfield et al., 2004; Zolla-
Pazner et al., 2004).

Neste estudo foi encontrada uma grande variabilidade na regido do loop V3 de
gpl20 dos isolados do HIV-1 analisados. Uma alta prevaléncia do variante norte-
americano/europeu, referente a 50% das amostras do subtipo B, apresentando o epitopo
GPGR foi verificada, além da presenca desta assinatura, GPGR, no isolado DF 02.07 do
subtipo F1. Possivelmente, tais isolados podem ser neutralizados por 447-52D. Outros
variantes também foram encontrados, em menor propor¢do, GWGR, GFGR, GPGK,
GLGR, GPGN, GPGA, GPGY, GQGR, GPGS, ALGR, APGG, GPGH, representando
48,78% dos isolados analisados neste trabalho. Tal variabilidade tem conseqiiéncias

importantes para testes de vacinas na regido Central do Brasil.

O epitopo GPGR ¢ utilizado em estudos clinicos para testes de vacinas eficazes
contra o HIV-1 (Pialoux et al., 2001). Assim, a caracterizacdo e a descricdo desses
dominios antigénicos nas amostras de HIV-1 circulantes ¢ de grande importancia para
futuros testes de vacinas anti-HIV na regido do Centro-Oeste, onde poucos dados sobre
a variabilidade antigénica do HIV-1 estdo disponiveis. Entretanto, ¢ relevante ressaltar
que uma vacina anti-HIV deve ser composta por uma série de epitopos que induzam a

acdo de distintos anticorpos neutralizantes. Por isso, a caracterizagdo antigénica de
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outras regides gendmicas do HIV-1 & importante para se conhecer a distribuicdo dos
principais epitopos neutralizantes circulantes em uma regido geografica. Outros estudos
sobre a caracterizacdo antigénica do HIV-1 no Distrito Federal estdo sendo realizados
por nosso grupo de pesquisa em Virologia, com o objetivo de tragar um perfil pré-

vacinas dessa regido.

5.4. Caracterizacio dos residuos de aminoacidos 11 e 25 no loop V3 dos

isolados do HIV-1 circulantes no Distrito Federal

A diversidade genética do loop V3 possui papel importante na capacidade de
inducdo de sincicios, patogenicidade, na resisténcia aos anti-retrovirais, no tropismo
celular e no uso do co-receptor. As linhagens virais indutoras de sincicios, SI, utilizam
como co-receptor CXCR4 ou CCR5 e CXCR4. Estas linhagens estdo presentes na fase
tardia da infeccdo pelo HIV-1, sfo associadas a progressdo mais rapida da AIDS e
possuem maior viruléncia. Ja as linhagens ndo indutoras de sincicios, NSI, utilizam
predominantemente CCRS como co-receptor, sdo prevalentes na fase inicial da infecgdo

do HIV-1 e estdo associadas a progressao mais lenta da AIDS (Thomson et al., 2002b).

Na intera¢do do loop V3 com os co-receptores CCRS5 ¢ CXCR4 o efeito de
mutagdes em apenas um aminodcido, apesar de diferir entre os isolados virais, pode
influenciar diretamente na interacdo dessa regido com o co-receptor, e alterar a
preferéncia e a afinidade do uso de um dos co-receptores. Em relagdo a isso, mutacoes
nesse segmento gendmico podem levar a uma forma viral mais patogé€nica. Esse
processo de transi¢ao ainda ndo é bem conhecido, mas alteracdes na seqiiéncia do loop
V3 estdo associadas com o fenotipo SI (Founchier, 1995; Koning et al., 2002; Dragic,

2001).

A presenca de aminoacidos carregados positivamente em uma ou em ambas as
posicdes 11 e 25 do loop V3 possui relevancia para a determinacdo do fendtipo SI. Ja
que a presenga de um ou ambos residuos positivamente carregados nessas posi¢oes ¢é
encontrada em mais de 90% dos isolados X4. De uma foram geral, os variantes SI
possuem alta carga positiva em suas seqiiéncias, ¢ emergem ao longo do curso da
doenca (Koning et al., 2002). Esta associacdo ¢ encontrada em diferentes subtipos do
HIV-1: A, B, C, D, E (CRFO1_AE), F ¢ G (Thomson et al., 2002b). Nao ¢ claro que a

simples presenca de aminoacidos de carga positiva ¢ suficiente, ou até mesmo
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necessaria para o surgimento de virus X4, nem mesmo como um acimulo gradual de

mutacdes pode levar a tal fenotipo (Jensen et al., 2003).

A determinacdo do fenotipo dos isolados do HIV-1 pelos métodos
convencionais, por meio da infec¢do de células MT2 e observagdo de fenotipo induzido,
ndo ¢ ideal para ser realizada como teste de clinico de rotina, devido a alta demanda de
custo e de tempo. Assim, a genotipagem pode facilitar o monitoramento das linhagens
virais durante a infeccdo do HIV-1. A caracterizacdo dos aminoacidos localizados nas
posicdes 11 e 25 ¢ um método simples e viavel para a determinagdo do fenétipo e do co-
receptor utilizado pelos isolados do HIV-1. Além da determinagdo do fenotipo 11/25,
outros métodos de bioinformatica estdo sendo desenvolvidos para realizar a predigado, de
maneira mais precisa, do uso de co-receptor a partir das seqiiéncias virais (Jensen et al.,

2003; Brumme et al., 2004).

Neste estudo, verificou-se a presenca de residuos de aminoacidos carregados
positivamente (K, R) em uma ou em ambas as posigdes 11 e 25. A presenca desses
residuos pode sugerir um fendtipo formador de sincicios, de maior patogenicidade e que
pode levar a uma progressao mais rapida da doenga. Residuos carregados positivamente
nessas posigdes foram encontrados em 9 das 41, (22%), amostras analisadas, sugerindo
um fendtipo ndo indutor de sincicios na maior parte das amostras deste estudo (78%),
que ndo apresentaram aminoacidos de carga positiva em nenhuma das posi¢des
avaliadas. Nao foram encontrados residuos carregados positivamente em ambas as

posicgdes, 11 e 25, em nenhum dos isolados do HIV-1 avaliados.

Os resultados encontrados neste trabalho contribuem para a melhor compreensao
da epidemiologia do HIV-1 e também para o futuro planejamento de vacinas para o
Distrito Federal. A heterogeneidade descrita para a regidao do loop V3 entre os isolados
do HIV-1 circulantes nessa regido tem implicacdes genéticas e imunogénicas
importantes, sendo relevante o seu monitoramento. Assim, este estudo, que foi realizado
com amostras coletadas no ano de 2002, constitui parte de uma série historica sobre a
caracterizagdo dos subtipos do HIV-1 no Distrito Federal, que pretende analisar
amostras coletadas no periodo de 2002 a 2007. Através desse estudo, iniciado a partir
deste trabalho, serd possivel conhecer a histéria evolutiva do HIV-1 na regido do

Distrito Federal.
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6. CONCLUSOES

v" O subtipo B do HIV-1 foi o mais prevalente, estando presente em 96,2% das
amostras, caracterizadas a partir da regido C2/C3 de env, seguido pelo subtipo F1 e pela
forma genética recombinante B/F que apresentaram prevaléncia de 1,8% cada um.

v Nossos resultados estavam de acordo com a caracterizagdo do HIV-1 em
outras regides do Brasil, em que o subtipo B ¢ a forma genética mais prevalente,
seguido do subtipo F1.

v Em nosso estudo pudemos descrever uma forma genética recombinante B/F
caracterizadas a partir da regido C2/C3 de env.

v' A comparagdo da caracterizacdo realizada a partir da regido C2/C3 de env
com a definicdo dos subtipos realizada a partir das regides: gag, PR, RT e nef do
genoma do HIV-1 apresentou resultados discordantes em 15% das amostras, todas
recombinantes B/F.

v' A prevaléncia de 15% de formas genéticas recombinantes encontrada em
nosso estudo, € superior a anteriormente relatada para o Distrito Federal de 10,5%
(Cerqueira et al., 2004a). Esse aumento se deve ao maior nimero de regides gendmicas
analisadas neste estudo, o que permitiu a melhor caracterizagdo das formas genéticas do
HIV-1 circulantes em uma regiao.

v' A anélise da variabilidade intra-subtipo revelou a prevaléncia de 50% do
variante norte-americano/europeu nos isolados do subtipo B analisados.

v'O variante tipico brasileiro B’ apresentou uma prevaléncia de 10%.
Prevaléncia bem menor que as relatadas em outras regides do Brasil.

v/ Outros variantes do motivo GPGR, caracteristico das amostras norte-
americanas/europeias, foram relatados neste estudo. Sao eles: GFGR, GPGK, GLGR,
GPGN, GPGA, GPGY, GQGR, GPGS, ALGR, APGG, GPGH.

v Os motivos GPGY e ALGR ainda ndo tinham sido relatados na literatura.

v O isolado DF 02.07, subtipo F, apresentou o motivo GPGR, na regido do
topo do loop V3, resultado semelhante a outros relatados no Brasil e em outros paises da
América do Sul.

v' A variabilidade genética e antigénica encontrada nos isolados do HIV-1

analisados neste estudo ndo ¢ relatada em outras regides do pais. Isso se deve ao fato da
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caracterizacdo da variabilidade intra-subtipo ser, em sua maioria, realizada por RFLP, o
que pode estar subestimando a diversidade genética dessa regido.

v" A presenga do epitopo GPGR essencial a a¢do neutralizante do anticorpo
anti-V3 447-52D foi relatada em 51,2% das amostras analisadas.

v' A presenca de aminoacidos carregados positivamente nas posi¢des 11 e 25,
sugerindo um fendtipo indutor de sincicio e de maior viruléncia dos isolados do HIV-1,
foi encontrada em 22% das amostras analisadas.

v’ A caracterizagdo da variabilidade genética intersubtipo e intra-subtipo tém
implicagdes para o desenvolvimento de vacinas anti-HIV-1, que serdo testadas em uma
regido geografica, além de contribuir para a melhor compreensdo da epidemiologia do
HIV-1 no Distrito Federal.

v Este estudo constitui parte de uma série historica sobre a caracterizagdo dos
subtipos do HIV-1 na regido Central do Brasil, que pretende analisar amostras coletadas
no periodo de 2002 a 2007 para poder conhecer a historia evolutiva do HIV-1 nessa

regido.
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Anexo

ANEXO

Seqiiéncias da regido C2/C3 de env dos isolados do HIV-1 do Distrito Federal,

coordenadas baseadas em HXB2.

e DF02.03 (nucleotideos 6821 a 7217 ): 391 pb seqiienciados

AGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACAT
TATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAAGAAGTTCA
ATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAA
TTAGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTTTATCAGAAGG
AGAGGTAATAATTAGATCTGAAAATATCACAAACAATGTTAAAACCATAAT
AGTACAGCTGAATGAAACTGTAGAAATTAACTGTACCAGACCCAATAACAA
TACAAGAAAAAGTATACATATGGGACCAGGGAAAACATTTTATGCAACAGA
CGAAATAGGAGATATAAGAAAAGCATATTGT

e DF02.06 (nucleotideos 6875 a 7270 ): 393 pb seqiienciados

TTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTTTAAAGTGTAATAATAAAACATTCAAT
GGAAAAGGACCATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAA
GAGATAGTAATTAGATCTGAAAACTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATA
GTACAGCTGAACAGCTCTGTAGAAATTAACTGTACAAGACCCAACAACAAT
ACAAGAAAAAGCATACACATGGGATGGGGAAGAGCAATTTATATGCCAGG
AGGCATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAA
ATGGAATAACACTTTAAAACAGATAGCTAGCAAATT

e DF02.07 (nucleotideos 6887 a 7409): 508 pb seqiienciados

TGGGTATGCGATTCTAATGTGCAATGATGAAAAGTTCAATGGGACGGGGCC
ATGCACGAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGCATTAAACCAATGGT
ATCAACTCAATTGTTGTTAAATGGCAGCCTAGTTATAATAATCAGATCTCAA
AATATCTCAGATAATGCAAAAACCATAATAGTACACCTTAATGAATCTGTG
CAGATTAATTGTACAAGACCTAACAATAATACAAGGAAAAGTATACCAATA
GGACCAGGACGAGCATTTTATGCAACAGGAGATATAATAGGAGACATCAGA
CAGGCACATTGTAACATTAGTGGAAAACAATGGAATAAAACATTAGATAGG
GTAAAGGCAAAGTTAAGCCTTTATTTCCCTAATGCAACAATAAGATTTAACT
CATCCTCAGGAGGGGACCTAGAAGTCACAATGCATAGTTTTACTTGTAGAG
GAGAATTTTTCTACTGCAATACAACAATACTGTTTAATGGCACAAAA

o DF02.09 (nucleotideos 6831 a 7380): 541 pb seqiienciados

CAGGCCTGTCCAAAGGTAACCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTGCCC
CAGCTGGTTTTGCGATTCTCAAGTGTAACGATAAGAAATTCAATGGAACAG
GACCATGTACAAATGTCAGCACAATACAATGTACACATGGAATTAGACCAG
TAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTTTAGCAGAAGAAGATATAA
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TAATTAGATCTGAAAATCTCACAAACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGC
TGAATGAAACTGTACAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAA
AAGGTATACATCTAGGATTTGGGAGAACATTGTATGCAACAGGAAGAATAA
TAGGCGATATAAGACAAGCACACTGTAACATAACTAGAGCAAAATGGAAC
AACACTTTAAAACGGATAGGTATAAAATTAAGAGAACAATTTAATAAAACA
ATAATATTTGATCACTCCTCAGGAGGGGATCCAGAAATTATAATGCACACCT
TTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTA

e DF02.12 (nucleotideos 6825 a 7390): 560 pb seqiienciados

ATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTAACCTTTGAGCCAATTCCCATACATTATT
GTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATAATAAAAAGTTTGATGG
AAAAGGACCATGTACAAACGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAA
ACCAATAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGA
AATGGTAATTAGATCTGACAATTTCACGGATAATACTAAAACCATAATAGT
ACAGCTAAAGGAACCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAATAAAAATAC
AAGAAAAAGGATACCCATGGGACTAGGGAGAGCATTTTATACAACAGGGA
GTATAATAGGAGATATAAAAAAAGCACACTGTACCATTAATACAACAAAAT
GGAATGAAACTCTAAGGCAGATAGCTAAAAAATTAAAAGAAAAGTTTGAG
AACAGAACAATAGCCTTTAATCGATCCTCAGGAGGAGATCCAGAAATTGTA
ATGCACAGTTTTAATTGTAGAGGGGAATTTTTCCACTGTAATACAACAAA

e DF02.15 (nucleotideos 6864 a 7390): 494 pb seqiienciados

CCCATACATTATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAATAATA
AGCAGTTCAATGGATCAGGACCATGCACAAATGTCAGCACAGTACAATGTA
CACATGGAATCAGGCCAGCAGTGTCTACTCAATTACTGTTAAATGGCAGTCT
AGCAGAGGAAGAAATAAAAATTAGATCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAA
AATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTAACAATTAATTGTACAAGACC
CAACAACACTACAAAGAAAAGGATACAGAGAGGACCGGGAATGCATTTTA
TGTAACAGGAGGAATAACAGGAGATATAAGAAAATCGGAATAAAACTTTA
CAACAGATAGCTAGGAAATTACAAGAACAATTTGGTAATAAAACAATAGTC
TTTAATCAATCATCAGGAGGGGACCCAGAGATTGTGATGCACAGTTTTAATT
GTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCGTCAAA

e DF02.17 (nucleotideos 6820 a 7373): 548 pb seqiienciados

CAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTACTCCAATTCCCATACA
TTATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAGAGACAAAAAGTTC
AATGGAACAGGTCCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGA
ATTAGGCCAGTAGTATCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAA
GAAGAGATAGTAATTAGATCCGCCAATTTCACGAATAATGCTAAAATCATA
ATAGTACAACTGAATGAATCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAAC
AATACAAGAAAAAGTATATCTATAGGACCAGGCAGAGCATTTTATGCAACA
GGAAGCATAATAGGAAACATAAGACAGGCACATTGTAACATTAGTAAAAC
AAAATGGCATAACACTCTAAAACAACTAAGTAGAAAATTAAGAAATCAATT
TGGGAACAAGACAATAGTCTTTAATCACTCCTCAGGAGGAGACCCAGAGAT
AGTAACGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTC
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e DF02.21 (nucleotideos 6875 a 7390): 510 pb seqiienciados

TTGTACCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAATGATAAGAAGTTCAAT
GGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAATACAATGTACACATGGGATT
AGGCCAGTGGTGTCAACTCAATTACTGTTAAATGGCAGTTTGGCAGAGGAA
GAGGTAGTAATTAGATCTGAAAACTTTACAAACAATTTTAAAATCATAATA
GTACAGCTGAATGAATCTGTACAAATTAATTGTATAAGGCCCAACAACAAT
ACAAGAAAAGGTATACATATAGGACCGGGGGCATCATTTTATGCAACAGGA
GAAATAATAGGAGATATAAGACAGGCACATTGTAACATTAGTACAGGAGA
ATGGGAAAAAACTTTAAAACAGATAGCTATGAAATTAATAGAACAATTTAA
AAATAAAACAATATCCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGATCCAGAAGTTGT
AATGCACACTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAACACA

e DF02.25 (nucleotideos 6838 a 7390): 547 pb seqiienciados

GTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATCCCCATACATTATTGTGCTCCAGCTGG
TTTTGCGCTTCTAAAGTGTAATGATAAGACATTCAATGGATCAGGACTGTGT
ACAAATGTTAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTGTCA
ACCCAGCTACTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAGAAGAGATAGTAATTAGA
TCTGAAAATTTCACGGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAAAGAA
GCTGTAGGAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGGAAAAGTATA
CATCTAGGATTAGGAAGAGCATTTTATGCAACAGGAGAAATAATAGGAAGT
ATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCACATTGGAATAACACTTTA
CAGCAGATAGTTACAAAATTAAGAGACCAATTTAATAATAGAACAATAGTC
TTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACAGTTTTAATT
GTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAACACA

e DF02.26 (nucleotideos 6876 a 7392): 511 pb seqiienciados

TGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATAATAAGCAGTTCAATG
GATCAGGACCATGCACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATCA
GGCCAGCAGTGTCTACTCAATTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGGAG
ATGTGATAATTAGATCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAG
TACAGCTGAATGAAACTGTAACAATTAATTGTATAAGACCCGGCAACACTA
CAAAGAAAAGGATACGTGGAGGACCGGGGTATGCATTTTATGTAACAGGAG
GAATAACAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGTAACATTAGTAAAGAAAAA
TGGGAAAAAACTTTACAGCAGGTAGCTAAAAAATTACAAGAACAATTTGGT
AATAAAACAATAGTCTTTAATCAATCATCAGGAGGGGACCCAGAGATTGTG
ATGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCGTCAAAGC

e DF02.30 (nucleotideos 6833 a 7390): 552 pb seqiienciados

GGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTGCCCCG
GCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAATAAGTTCAATGGAACAGGA
CCATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTG
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GTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGCTTAGCAGAGGAAGAGGTAGTA
ATTAGATCCGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTG
AACAACTCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAA
AGTATAACTATTGGACCAGGGAGAGCATTCTATGCAACAGGAGAAATAATA
GGAGACATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGGGCAAAGTGGAAGGA
CACCTTAAATAAGATAGTTAGCAAATTAAGAGAACAATTTGGGAATAAAAC
AATAACCTTTAACCAGTCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTATAATGCACAC
TTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATACAACAAA

e DF02.32 (nucleotideos 6827 a 7372): 545 pb seqiienciados

TACACAGGCCTGTCCAAAGACAACCTTTGAACCTATTCCCATACATTATCGT
ACCCCGGCTGGGTTTGCGATTCTAAAGTGTAAGGATAAAGATTTCAATGGA
ACAGGAGCATGTCAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGGATTAGG
CCAGTAGTGTCAACTCAACTGTTGTTAAATGGCAGTCTATCAGAAGGGGAG
ATAGTAATTAGATCTGAAAATCTCACGAACAATGCTAAAACTATAATAGTA
CAACTGAATGAAACTGTAGAAATCAATTGTACAAGACCCAATAACAACACA
AGAAAAAGTATAAATATAGGACCAGGGAGAGCATTCTATGCAACAGGAGA
GATGATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGCAACATTAGTACAGAAAAATG
GAATAAAACTTTAGGACAGATAACTATAAAATTAAAGGAACAATTTGGGAA
TAAAACAATAGTCTTTAATCGATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGAAAG
GCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACT

e DF02.33 (nucleotideos 6875 a 7385): 510 pb seqiienciados

TTGTACCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAAGGATAAAGATTTCAAT
GGAACAGGAGCATGTCAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGGATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGTTGTTAAATGGCAGTCTATCAGAAGGG
GAGATAGTAATTAGATCTGAAAATCTCACGAACAATGCTAAAACTATAATA
GTACAACTGAATGAAACTGTAGAAATCAATTGTACAAGACCCAATAACAAC
ACAAGAAAAAGTATAAATATAGGACCAGGGAGAGCATTCTATGCAACAGG
AGATATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGCAACATTAGTACAGAAAA
ATGGAATAAAACTTTAGGACAGATAGCTATAAAATTAAAGGAACAATTTGG
GAATAAAACAATAGTCTTTAATCGATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGA
AAGGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAACACA

e DF02.34 (nucleotideos 6876 a 7377): 495 pb seqiienciados

TTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCAATTCTGCAATGTAAAGATAAGAAGTTCAAT
GGAACAGGAATATGTCACAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATT
AGACCAGTGGTATCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTTTAGCAGAAGAA
GAAATAGTAGTTAGATCTGCCAATTTCACAGACAATACTAAAACCATAATA
GTACAGCTGAAGGAAGCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCGGCAACAAT
ACAAGAAAAAGGATACATATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCATCAGA
AGGTATAGTAGGAGACATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAA
ATGGGATAACACTTTAAAAGGGGTAGTTAAAAAATTAAGAAAACAATTTAT
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AAATAAAACAATAGCCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGT
GATGCACAATTCTAATTGTGGAGGGGAATTTTGCTCT

e DF02.35 (nucleotideos 6875 a 7390): 513 pb seqiienciados

TTGTGCCCCAGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAGAGATCATAATTTCAAT
GGAACAGGACTATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATC
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAGGA
GGACAGGTAGTAATTAGGTCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATA
ATAGTACAGCTGAGTGAAGCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAAC
AACACAAGAAAAAGTATAAGTATAGGACCAGGGAGAGCATTTTTTGCAACA
GGAGACATAATAGGAGACATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGGAGC
AAAATGGAATAACACTTTACAACAGATAGTTGCAAAATTAAGAGGACAATT
TGGGAATAAAACAATAGTCTTTAAGAACTCCTCAGGAGGGGATCCAGAAAT
TGTAATGCACAGTTTTAATTGTGGAGGAGAATTTTTCTACTGTAATACAACA
GA

e DF02.36 (nucleotideos 6875 a 7367): 487 pb seqiienciados

TTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAAGAAGTTCAAT
GGATCAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGGA
GAGGTAATGATTAGATCTGAAAACTTTACGGAGAATAAGTACAACATAATA
GTACAACTGAACAAATCTGTAAAAATTAAATGTATAAGGCCCAGCAACAAT
ACAAGAAGAAGTATACATTTAGGACAGGGGAGAGCATGGTATACAACAGG
AGAAATAATAGGAGATATAAGAAAGGCATATTGTAACATTAGTAAATCAGA
ATGGGAAGAAGCTTTAAACCAGACAGTTATAAAATTAAGAGAACAATTTGG
GAATAAAACAATAGCCTTTTATCCATCCTCAGGAGGGGATCCAGAAATTGT
AACGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAA

e DF02.37 (nucleotideos 6968 a 7284): 308 pb seqiienciados

AAATGTCAGCGCcAGTAETATcaACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAG
AAGAAGAGGTAGTAATTAGGTCTAAGAATTTCACAAACAATGTTAAAACTA
TAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTAATAATTAATTGTACAAGACCCAATA
ATAATACAAGAAAAAGTATATATGTAGGACCAGGGAGAACATTTTATACAA
CAGGAAAAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTTGGAGGACA
AATTGGAATAAAACTTTACATCAGATAGTTAAACAATTAAGGGAAGAATTT
G

e DF02.43 (nucleotideos 6824 a 7367): 535 pb seqiienciados

CATTACACAGGCCTGTCCAAAGATATCCTTTGAGCCAaTTCCCATACATTTCT
GCGCCCCAGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGCAACAATAAGACATTCAATG
GAACAGGACCATGTACAAATGTCAGTACAGTACAATGTACACATGGAATTA
AGCCAGTGGTGTCAACTCAACTGCTATTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAGG
ATGTAATGATTAGATCAAAAAATTTCTCGGACAATGTTAAAAGCATAATAG
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TACAGCTGAAGGAACCAGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATA
CAAGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAAAGCATTTTATGCAACAGACA
TAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGCAACCTTAGTGAGACAAAATGGA
ATAACACTTTAAAGCAAATAGTTCAAAAATTAAGAGAACAGTTTGGGAACA
AAACAATAGTCTTTAATCGATCCTCAGGAGGGGACCCAGAACTTGTAATGC
ACATTTTTAACTGTGGAGGGGAA

e DF02.48 (nucleotideos 6815 a 7264): 447 pb seqiienciados

CACCTCAGTCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCC
ATACATTATTGTACCCCGGCTGGTTTTGCGCTTCTAAAGTGTAATGATAAGA
AATTCAATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACAC
ATGGAATTAGGCCAGTAGTATCAACCCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAG
CAGAAGAAGAGATAGGAATTAGGGCTGAAAATATCTCAGACAATGCAAAA
ACCATAATAGTACACTTTAATGAATCTATACAGATTAATTGTACAAGACCCG
GCAACAATACAAGAAAAGGTATACATATAGGACCTGGGAGAGCATTTTATG
CAACAGGAAAAACAGGGGACATCAGAAAGGCACATTGTAACGTTAGTAGA
CCACAATGGAATAAAACATTAGAACAGGTAAGGGCAAG

e DF02.50 (nucleotideos 6824 a 7347): 521 pb seqiienciados

CATTACAACAGGCCTGTCCAAAGATATCCTTTCAGCCAATTCCCATACATTA
TTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTACAATGTAAAGATAAAGGGTTCAAA
GGAAAAGGACAATGTACAAATGTAAGCACAGTACAATCTACACATGGAATT
AGGCCAGTAGTATCAACTCAATTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAA
GAGGTAGTAATTAGATCTGACAATTTCACGAACAATGCTAAAATATACTAG
TACAGCTGAAGGAATCTGTAGAAATTAATTGCACAAGACCCAGCAACAATA
CAAGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGTAGAGCATTTTATGCAACAGAAG
CCATAACAGGAGATATAAGGCAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAAT
GGAATAACACTTTAAAACAGATAGTTATAAAATTAAAAGAACAATTTGGGT
ATAATAAAACAATAGCCTTTAATCAATCCTGAGGAGGGGACCCAGAAATTG
TAATGCACA

e DF02.51 (nucleotideos 6851 a 7283): 430 pb seqiienciados

CTTTGAGCCAATTCCCATACATTATTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAA
AGTGTAATGATAAGAAGTTCAATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCA
CAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTGTCAACCCAACTGCTGT
TAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGGTAGTAATTAGATCTGTCAATTTCA
CGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTAGAAATTA
ATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGTATACATATAGGACCAG
GGAGAGCATTTTATACAACAGGCGCAATAATAGGAGATATAAGACAAGCAC
ATTGTAACATTAGTAGAGAAAAATGGAATAACACTTTAAAACAGATAGCTA
AAAAATTAAGAGAACAATTT
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e DF02.55 (nucleotideos 6820 a 7286): 464 pb seqiienciados

CAGCCATTACACAGGCCTGTCCAAAGACATCCTTTGAACCAATTCCCATACA
TTATTGTACTCCGGCTGGTTATGCGATTCTAAAGTGTAATAATAAGGAGTTC
AATGGAACAGGACCATGTAAAAATGTCAGTACAGTACAATGTACTCATGGA
ATTAGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAA
GGAGAGATAATACTTAGGTCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATA
ATAGTACATTTGAATGAATCTATAGAAATTAATTGTATAAGACCCAACAAC
AATACAAGAAAAAGTCTACCTATAGGACCGGGGAGAGCATTATTTGCAACA
GGAGCCATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAATAGTGCA
AAATGGGAAAACACTTTAAAACGGGTAGTAGGAAAATTAAGAGAACAATTT
GAA

e DF02.58 (nucleotideos 6894 a 7277): 381 pb seqiienciados

GCGATTCTAATATGTAATGATAAAAAGTTCAATGGAAAAGGACCATGTACA
AATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTGTCAACT
CAATTACTGTTAAATGGTAGTCTAGCAGAAGAAGAGGTAGAAATTAGATCT
GAAAACTTTACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGCATCAATCT
GTAGGAATTGATTGTATAAGGCCCAATAACAATACAAGAAAAGGTATACAT
ATAGGACCGGGGAGAGCATTTTATGCAACAGGAGACATAATAGGAAATATA
AGACAAGCACATTGTAACCTTAGCTGAGTAGGGTGAAACAAAACTTTAAGT
CAGATAGTCACAAAATTAAGAGAC

e DF02.59 (nucleotideos 6885 a 7369): 479 pb seqiienciados

GCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAATGATAAGAAGTTCAATGGAACAGGA
CCATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAGTGTACACATGGGATTAGGCCAGTA
GTGTCAACCCAACTACTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAGAAGATGTAGTA
ATTAGATCTGAAAATTTCTCGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTG
AATAAACCTGTAGTAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAATAAAA
GGTATACATATAGGGCCGGGGAGTGCCTTTTATGCAAGAGGACAAATCATA
GGAGACATAAGAAGAGCATATTGTGTCCTTAATGGAATAAAATGGAATAAC
ACTTTACAACAAATAGTTAAAAAATTAAGAGAACAATTTAGGAATAAAACA
ATAGTCTTTAATCACTCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTATAACGCACAGT
TTTAATTGTGGAGGGGAATT

e DF02.60 (nucleotideos 6828 a 7309): 476 pb seqiienciados

ACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTG
CCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAATGATAAGAAGTTCAATGGAAC
AGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCC
AGTAGTGTCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGGT
AGTAATTAGATCTGAAAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACA
GCTGAATAAATCTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAG
AAAAAGTATACAGATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAATAGGAAAAA
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TAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGG
ATAACACTTTAAAACAGATAGTTAGAAAATTAAGAGAACAATTTGGGAATA
AAACAATAGTCTTTAA

e DF02.67 (nucleotideos 6875 a 7366): 486 pb seqiienciados

TTGTGCCCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAGGTGTAACAATAAGACGTTCAAT
GGAAAAGGAGAATGTAACGATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAGAA
GATGTAGTAATTAGATCTGAAAATTTCTCAAACAATGCTAGAACCATAATA
GTACAGCTGAAAGAAGCTGTACAAATTAATTGTACAAGACCAGGCAACAAT
ACAAGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGAGCATTTTATGCAACAGG
AGACATAATAGGAGACATAAGACAAGCACATTGCAACATTAGTGGAACAC
AATGGAATAACACTTTAAGACAGATAGTTACAAAATTAAGACAACAATTTG
GAAATAAAACAATAGTTTTTAGCAACTCCTCAGGGGGGGACCCAGAAATTG
TAACGCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGA

o DF02.69 (nucleotideos 6830 a 7390): 555 pb seqiienciados

ACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATATATTATTGTGCC
CCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAATGATAAGAAGTTCAATGGAACA
GGACCATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAATGCACACATGGAATTAAACCA
GTAGTATCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGGAGAGGTA
GTAATTAGATCTGAAAACTTTACAAACAATGTTAAAACCATAATAGTACAG
CTGAATGAAACTGTAAAAATTAATTGTATAAGGCCCGGCAACAATACAAGA
AAAGGTATACGTATTGGACCGGGGAGAACAATTTATGCAACAGGAAGAATA
ATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAAAGCAGACTGGGAA
AGAACTTTAAAAAGGGTAGCTATAAAATTAAGAGAACAATTTGTGAATAAA
ACAATAATCTTTAATCAATCCTCAGGAAGGGATCCAGAAATTGTAAAGCAC
ACTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTTTACTGTAATACAACACA

e DF02.71 (nucleotideos 6850 a 7390): 534 pb seqiienciados

CCTTTGAGCCAATTCCTATACATTATTGTGCCCCAGCTGGTTTTGCGCTTCTC
AAGTGTAAAGATAAGAAGTTCAATGGAACAGGACCATGCACAAATGTCAGC
ACAGTACAATGTACACATGGAATTAAGCCAGTAGTGTCAACCCAACTGCTG
TTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGATGTAGTACTTAGATCTGCCAATTTCT
CGGACAATACTAAAAGCATAATAGTACAGCTGAAGGAACCTGTAGTAATTA
ATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAGAGGTATACATATAGGACCAG
GGAGGCATTTTATACAACAGGCGAAATAACAGGAGATATAAGACAAGAAC
ATTGTAACCTTAGTAGAAAAGATTGGAATAACACTTTAAAGGAAATAGTTA
AAAAATTAGGAGAACAGTTTAAGAACAAAACAATAGTCTTTAACCAATCCT
CAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACAGTTTTAACTGTGGAGGGGAAT
TTTTCTACTGTAGTACAACACA
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e DF02.72 (nucleotideos 6831 a 7390): 554 pb seqiienciados

CAGGCCTGTCCAAAGATATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTGCCC

CGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAGAGATGAGAAATTCAATGGAACAG

GACCATGTACCAATGTCAGCACAGTACAATGCACACATGGAATTAGACCAG
TAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAAAAGAAGAGATAG
TAATTAGATCTGAAAATCTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAAC

TGAACAAATCTGTAGAAATTAATTGTATAAGACCCAACAACAATACAAGAA
GAAGCATACATATGGGATTTGGGAGAGCACTTTATACAAATGGAGAAATAG
TAGGAGACATCAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAGATTGGGGAG
ACATGTTAACACAGGTAGCTATAAAATTAAGAGAAAAATTTGAGAATAAAA
CAATAGTCTTTAATCAAACCTGAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACA

CTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAAGACAACACA

e DF02.73 (nucleotideos 6831 a 7390): 554 pb seqiienciados

CAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTGCCC
CGGCTGGTTTTGCGCTTCTAAAATGTAAGGATAACAAATTCAATGGAACAG
GACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAG
TAGTATCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGATAG
TAGTTAGATCTGAAAATTTCACAGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGC
TGAATAAAACTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCTAACAACAATACAAGAA
AAGGTATACATATAGGACCAGGGAGAACATTTTATGCAACAGGAGACATAA
TAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAGAATGGAATG
ACACTTTAAAAAAGGTAGCTGGAGAATTAAGAAAACAATTTAAGAATAAAA
CAATAATCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTACTGCACA
GTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAACACA

e DF02.75 (nucleotideos 6834 a 7390): 551 pb seqiienciados

GCCTGTCCAAAGATATCCTTTGAGCCAATTCCCATACATTATTGTGCCCCGG
CTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAAGGATAAGACATTCAATGGAACAGGAC
CATGTCCAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAG
TGTCAACCCAACTGCTGTTGAATGGCAGTTTAGCAGAAGGGGAGATAATAA
TTAGATCTGAAAATCTCACAAACAATGCCAAAACCATAATAGTGCATCTGA
ACGAGACTGTAAAAATTAAT TGTATCAGACCCAACAACAATACAAGAAGA
AGTATACATATGGGACCGGGGAGAACATTTTATGCAGAAGGAGACATAATA
GGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAATGCAACAGAATGGAACAAC
ACTTTGACACGGGTAGCAATAAAATTAAAAGAACTATTTAATAATAAAA
CAATAATCTTTAACCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCAC
AGTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAATTCAA CACA

e DF02.80 (nucleotideos 6831 a 7362): 529 pb seqiienciados

CAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAGCCAATTCCCATACATTATTGTGCCC
CGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAAAAAGTTTAATGGAAGCG
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GATCATGTACAAACGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGACCAG
TAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAAGTAG
TAATTAGATCTGAAAATTTCACGAATAATGCTAAAACCATAATAGTACAGC
TGAAGGAATCTGTAAAAATTAATTGTACAAGACCCAATAACAATACAAGAA
AAAGTATACATATGGGACCAGGGAAAGCATTTTATGCAACAGGAGATATAA
TAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAAGAGACTGGAATA
ACACTCTAAGCCAGATAGCTGTAAAATTAAGGGAAAAGTTTGGGAACAACA
AAACAATAGTCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGATCCAGAAATTGTAATGC
ACAGTTTTAATTGTGGAG

e DF02.81 (nucleotideos 6832 a 7381): 541 pb seqiienciados

AGGCCTGTCCAAAGGTATCTTTTGAACCAATTCCCATCCATTATTGTGCCCC
TGCTGGTTTTGCAATTCTAATATGTAATGATAAGAAATTCAATGGAACAGGA
CCATGTAAAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCGGTA
GTGTCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGGTAGTA
ATTAGATCTGAAAATCTCACGAACAATGCCAAAACCATAATAGTGCAGTTG
AATGAAACTGTAGAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAGA
AGTATACACATGGGCTGGGGGAGAGCATTTTATGCAACAGGAGAAATAGTA
GGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGTAACAAAATGGAACAAC
ACGTTAAAACACATAGCTAAAAAATTAAAAGAACAATTTAATAAAACAATA
ATCTTTAATAAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAGTTGTAATGCACACTTTTA
ATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACTGTAA

e DF02.83 (nucleotideos 6821 a 7377 ): 548 pb seqiienciados

AGTCATTACACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACAT
TATTGTGCCCCGGCTGGATTTGCGCTTCTAAAATGTAAGGATAACAAATTCA
ATGGAACAGGACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAA
TTAGGCCAGTAGTATCAACTCAACTACTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAG
AAGAGATAGTAATTAGATCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAA
TAGTACAGCTGAAGGAACCTGTAGCAATTAATTGCACAAGACCCGGCAACA
ATACAAGAAAAAGTATACCTCTAGGATGGGGGAGAGTGCTTTATGCAACAG
GAGATATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAG
AATGGAATAACACTTTAGAACAGGTAGCTGGAAAATTAAAAGAACAATTTA
ATAAAACAATAACCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAA
TGCACACTTTTAATTGTGGAGGGGAATTTTTCTACT

e DF02.86 (nucleotideos 6832 a 7367): 533 pb seqiienciados

AGGCCTGTCCAAAGATATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTTTTGTGCCCC
GGCTGGTTTTGCGATTCTAAGGTGCAATGATAAAAAGTTTAATGGATCAGG
ACCATGTACAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAAACCAGT
AGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAGGAAGAGGTAAT
AATTAGATCTGAAAACATCTCAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGTT
GAACGAAACTGTACAAATTAATTGTACAAGACCCGGCAACAACACAATAAA
GAGTATACATATGGCATTAGGGAGAGCATTATATGCAACAGAAAGAATAGT
AGGAAATATAAGAAATGCACATTGTAACATTAGTGAGGGAGAATGGGAAA
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AAACTTTACACAAGGTAGTTGTAAAATTAAGAGAACAATTCGAGGAAAACA
GCACAATAGTCTTTACACAACCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTATGTCAC
ACAGTTTTAATTGTGGAGGGGAA

e DF02.88 (nucleotideos 6829 a 7366): 535 pb seqiienciados

CACAGGCCTGTCCAAAGGTATCCTTTGAACCAATTCCCATACATTATTGTGC
CCCGGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAACAATAAGACATTCAATGGAAC
AGGACCATGTAACAACGTCAGCACAGTACACTGTACACATGGAATTAAGCC
AGTAGTGTCAACTCAACTGTTGCTAAATGGCAGTTTAGCAGAAGAAGAGAT
AATAATTAGATCTGAAAATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACA
GCTGAACAGAACTGTAACAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAG
AAAAAGTATACATATAGGATTTGGGAGAGCACTTTATGCAACAGGAGCAAT
ACAAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATCTTAGTGAATCAGAGTGGGG
AGAAACTTTAAAACAGATAGCTATAAAATTAAGAGAAAAATTTGACAATAA
TGCATCAATAGTCTTTAAGCAATTCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAAC
GCACAGTTTTAATTGTGGAGGGGA

e DF02.91 (nucleotideos 6841 a 7293): 448 pb seqiienciados

CAAAGATATCCTTTGAGCCAATTTCCATACATTATTGTGCCCTAGCTGGTTTT
GCGATTCTAAAGTGTAAAGATACAAAGTTCAACGGAACCGGGACCTGTAAC
AATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGCATCAAGCCAGTAGTGTCAACT
CAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAAGTAGTAATTAGATCTGAA
AATTTCACAAACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGCTGAAGGACCCTGTA
GAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGTATAAATATA
GGGCCAGGGAGAGCATTTTATGCAACAGGAGATATAATAGGAGATATAAG
ACAGGCACATTGTAACATTAGTACAGCAAAATGGAACAACACTTTAAAGCA
AATAGTTGGGCAAATTAAAAGAACAGTTTGGGAACAATA

e DF02.94 (nucleotideos 6830 a 7361): 520 pb seqiienciados

CTGTCCAAAGGTATCCTTTGAGCCAATTACCATACATTATTGTGCCCCAGCT
GGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAAAAATTTCAATGGAACAGGACCA
TGTCACAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGAATTAGGCCAGTAGTG
TCAACTCAACTGCTGTTAAACGGCAGTCTAGCAGAAGAAGAGGTAGTAATT
AAATCTGAAAATCTCACAAACAATGCAAAAAGCATAATAGTACAGCTGAAC
CAAGCTGTAAAAATTAACTGTACAAGACCCAACAACAATACAAGGAAAAGT
ATACATATAGCACCAGGGGGCGCATTTTATGCAACAGGAGAAATAATAGGA
GATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAACAGACTGGAATAACACT
TTAAAGAATATAAGTGAAAAGTTAAGAGAAAAGTTTGGGAACAAAACAAT
AATCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGTAATGCACAGTTTT
AATTGTGGA
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e DF02.95 (nucleotideos 6875 a 7342): 465 pb seqiienciados

TTGTGCCCCAGCTGGTTTTGCGATTCTAAAGTGTAATGATAAAAAGTTCAAT
GGAACAGGACCATGTAGAAATGTCAGCACAGTACAATGTACACATGGGATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAAGAA
GAGATAGTAATTAGATCTGAAAATTTCAGTAACAATGCTAAAACCATAATA
GTACAGCTGAACGAATCTGTAGCAATTAATTGTACAAGACCCAACAACACT
ATAAGACGAAGTATCCGTATGGGATGGGGGAGAACATTTTATGCAACAGGA
CAGATAAAAGGAAGTATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAGA
ATGGGAAAAAACCTTAAATCGGATAAGTATTAAATTAAAAGAACAATTTAA
GAACACTACAAAAATTATCTTTAATCAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAAT
TGTAAC

e DF02.99 (nucleotideos 6875 a 7361): 481 pb seqiienciados

TTGCGCCCCAGCTGGTTTTGCGATTCTAAAATGTAACAATGAGACATTTAAA
GGAAAAGGACCATGTAAAAATGTCAGCGTAGTACAATGTACACATGGAATT
AGGCCAGTAGTGTCAACTCAACTGCTGTTAAATGGCAGCCTAGCAGAAAAG
GAGATAGCAATTAGGTCTGAAAATTTCACGAATAATGCTAAAAACATAATA
GTACAGCTGAAAGAACCTGTAAAAATTAATTGTACAAGACCCAACAACAAT
ACAAGGAAAAGTATACCTATGGGACCAGGGCATGCATTTCATGCAACAGGG
GATATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGCAGCACAA
TGGAATAACACTTTAAAGCAGATAGTTGGAAAATTAAGAGAACAGTTTAAA
AACAAAACAATAGTCTTTAAGCAATCCTCAGGAGGGGACTCAGAAATTGTA
ATGCACAGTTTTAATTGTGGA

e DF02.102 (nucleotideos 6994 a 7375): 377 pb seqiienciados

CTCAATTACGGTTAAATGGCAGTCTAGCAGAGGAAGAGGTAATAATTAGAT
CTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAA
CTGTACAAATTAATTGTACCAGACCCAACAACAATACAAGAAAAAGAATAA
ATATAGGACCAGGGAGAGCATTTTTAGCAACAGGAGCAATAATAGGAGATA
TAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAATGGAACAACACTTTAA
AACAGATAGTTATGAAATTAAGAGAACAATTTAGTAATTAAAACAATAATC
TTTAAGGAATCCTCAGGAGGGGACCCAGAAATTGAAACGCACAGTTTTAAT
TGTGGAGGGGAATTTTTCTC
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