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RESUMO

O Virus da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) possui uma ampla variabilidade
genética. Esta diversidade é representada pelos quatro grupos, pelos nove subgrupos do grupo
M e também pelas formas recombinantes destes virus. Dentre estes, os recombinantes BF tem
se destacado pela alta dispersdo global concomitante com o aumento em numero e
diversidade. Atualmente quatorze formas recombinantes circulantes (CRFs) BF e intimeras
formas recombinantes unicas BF (URFs) foram descritas. O objetivo deste trabalho foi
realizar a caracterizacdo molecular e geografica de isolados virais recombinantes BF do HIV-
1. Para tal, sequéncias e informacgdes de genomas completos de recombinantes BF do HIV
foram coletadas dos bancos de dados NCBI e Los Alamos. Posteriormente foram realizadas a
caracterizacdo destas sequéncias, andlises filogenéticas, de recombinacdo e da al¢a V3 da
proteina glicoproteina 120 (gp120), além de busca por assinaturas nucleotidicas e predi¢dao do
coreceptor de entrada viral. Foram encontradas 252 sequéncias de genoma completo (>7000
pb) de recombinantes BF do HIV oriundas de treze paises diferentes, sendo a maioria delas
provenientes de pacientes brasileiros (52,8%). Seis sequéncias previamente caraterizadas
como recombinantes BF, foram reclassificadas como subtipo B puro. Algumas sequéncias
formaram agrupamentos monofiléticos com as CRFs ja descritas e, portanto, sugere-se a
reclassificacdo das mesmas. Dentre as sequéncias avaliadas foram encontrados 114 padrdes
distintos de recombinagdo. A maioria das sequéncias apresenta recombinagdo na regido pol
(81%; 205/252), seguido das regides gag (68%; 172/252) e env (54%; 137/252) sendo
encontrado na regido fat a menor taxa de recombinagdo (7%; 17/252). Enquanto em todos os
outros genes acessorios e regulatorios predominou o genétipo B, em vif, o subtipo F
prevaleceu (38%; 96/252). Além disso, foram identificados dois hotspots entre as sequéncias
analisadas: um encontrado em 35 sequéncias (13,9%) na regido entre as posicdes 5360 — 5390
do gene acessorio vif e outro em torno da posicao 9356 da regido nef (11% das sequéncias).
Foram identificadas assinaturas nucleotidicas conservadas exclusivas para cada CRF_BF
descrita. As mutacOes mais frequentes foram encontradas na regido da transcriptase reversa
foram M41L (NRTIs) e KIOON (NNRTIs). De maneira geral, as muta¢des encontradas nestas
sequéncias conferem resisténcia a diversos farmacos sendo que as maiores taxas de resisténcia
foram encontradas para os antirretrovirais Atazanavir, Saquinavir, Nevirapina, Zidovudina,
Estavudina, Didanosina e Emtricitabina. A predi¢dao de uso de coreceptor viral mostrou estes
recombinantes utilizam preferencialmente o coreceptor CCRS (67,5%) sendo que a CRF42
utiliza exclusivamente este coreceptor, enquanto todas as sequéncias da CRF39 foram
classificadas como R5X4/X4. Os tetrapeptideos mais frequentes encontrados na al¢a V3
foram GPGR (49,4%), GPGQ (20%), APGR (6,7%), GPGK (5,1%), GWGR (4,3%) e GPGG
(2%). Além disso, as sequéncias com o motivo GPGQ e APGR sado preferencialmente
classificadas como R5 e contem o subtipo F na regido da alca V3. Pode-se observar que ha
uma grande diversidade dos padrdes de recombinagdo evidenciando que a recombinagdo entre
os subtipos B e F € frequente.

Palavras-chave: HIV-1. Recombinantes BF. Caracterizacdo geografica. Caracterizagcdo
molecular. CRF.



ABSTRACT

Human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) has a wide genetic variability. This diversity
is represented by the four groups, nine subgroups of group M and by the recombinant forms
of these viruses. Among these, the recombinant BF has been distinguished by the high global
dispersion concomitant with the increase in number and diversity. Currently fourteen BF
Circulating Recombinant Forms (CRFs) and BF Unique Recombinant Forms (URFs) forms
have been described. The objective of this work was to perform molecular and geographic
characterization of HIV-1 recombinant BF viral isolates. To that end, complete genome
sequences and information from recombinant HIV BFs were collected from the NCBI and
Los Alamos databases. Subsequently, the characterization of these sequences, phylogenetic
analysis, recombination and the V3 loop of the glycoprotein 120 protein (gp120) were carried
out, as well as the search for nucleotide signatures and prediction of the viral entry coreceptor.
A total of 252 complete genome sequences (> 7000 bp) of recombinant HIV BF from thirteen
different countries were found, most of them coming from Brazilian patients (52.8%). Six
sequences previously characterized as recombinant BF were reclassified as pure B subtype.
Some sequences formed monophyletic clusters with the CRFs already described and,
therefore, it is suggested to reclassify them. Among the sequences evaluated, 114 distinct
patterns of recombination were found. Most of the sequences present recombination in the pol
region (81%, 205/252), followed by the gag (68%, 172/252) and env (54%; 137/252) regions
being found in the fat region at the lowest recombination rate (7%, 17/252). While in all other
accessory and regulatory genes, genotype B predominated, in vif, the F subtype was dominant
(38%, 96/252). In addition, two hotspots were identified among the sequences analyzed: one
found in 35 sequences (13.9%) in the region between positions 5360-5390 of the vif accessory
gene and another around position 9356 of the nef region (11% of sequences). Unique
conserved nucleotide signatures were identified for each CRF_BF described. The most
frequent mutations were found in the reverse transcriptase region were M41L (NRTIs) and
K100N (NNRTIs). In general, the mutations found in these sequences confer resistance to
several drugs, and the highest resistance rates were found for the antiretrovirals Atazanavir,
Saquinavir, Nevirapine, Zidovudine, Stavudine, Didanosine, and Emtricitabine. The
prediction of the use of viral coreceptor showed that these recombinants preferentially use the
CCRS coreceptor (67.5%) and CRF42 exclusively uses this coreceptor, while all CRF39
sequences were classified as R5X4 / X4. The most frequent tetrapeptides found in the V3 loop
were GPGR (49.4%), GPGQ (20%), APGR (6.7%), GPGK (5.1%), GWGR (4.3%) and
GPGG %). In addition, the sequences with the GPGQ motif and APGR are preferably
classified as RS and contain the F subtype in the V3 loop region. It can be observed that there
is a great diversity of the recombination patterns evidencing that the recombination between
the subtypes B and F is frequent.

Keywords: HIV-1. BF recombinants. Geographical characterization. Molecular

characterization. CRF.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € causada pelo HIV e se tornou
um problema de saide publica desde o surgimento da pandemia na década de 80. O HIV € um
virus da familia Retroviridade, que é constituida por virus chamados de retrovirus. Os
retrovirus possuem um genoma constituido por RNA fita simples senso positivo e replicam o
RNA viral através do processo chamado transcri¢ao reversa. Estes virus sdo capazes de fazer
o fluxo reverso da informacao genética: sintese de DNA a partir de moldes de RNA utilizando
a enzima viral transcriptase reversa. Outra caracteristica importante destes virus € a integracdo
do DNA no genoma da célula hospedeira (genoma proviral). Os retrovirus possuem trés
grupos de genes estruturais: gag (antigeno especifico), pol (polimerase) e env (envelope). Na
Figura 1 esta representado o mapa gendomico do HIV-1, com cerca de 9700 pares de bases
(pb) de comprimento, no qual pode-se observar ainda os genes regulatorios fat e rev; os genes
acessorios Vvif, vpr, nef e vpu, e as sequéncias repetidas nas extremidades 3’ ¢ 5’ (LTR — Long

terminal repeat).

Figura 1 — Mapa gendmico do HIV-1 da cepa HXB2.
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Fonte: Disponivel em http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html

O gene gag codifica proteinas do capsideo viral. Este gene codifica um poliproteina
chamada de p55 que serd processada pela protease viral nas proteinas pl7 (matriz), p24
(capsideo), p7 (nucleocapsideo) e p6. O gene pol também codifica uma poliproteina que
codifica as enzimas virais protease, transcriptase reversa e integrase. J4 o gene env, que
codifica glicoproteinas virais, tem como precursor a proteina gpl60 que € processada na
glicoproteina transmembrana gp41 e na glicoproteina externa gpl120. Esta possui sitios de
ligacdo tanto para o receptor CD4 quanto para coreceptores utilizados no processo da entrada
viral. Os genes tat e rev sdo genes de proteinas regulatdrias da expressao génica no HIV que
interagem com os elementos estruturais gendmicos LTR e com o elemento responsivo de rev

(RRE), respectivamente. Além dos genes estruturais e regulatérios citados, o genoma do HIV
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contem genes acessOrios que codificam importantes proteinas para o ciclo viral. A proteina
vpr possui as seguintes funcdes propostas: direcionar a importacio nuclear dos complexos de
pré-integracao, diminuir o crescimento celular, transativacdo de genes celulares e indugao da
diferenciacao celular. A proteina viral U, ou vpu, exclusiva do HIV-1, é uma proteina integral
de membrana que tem duas fun¢des principais: degradar o CD4 no reticulo endoplasmatico e
aumentar a liberacao dos virions. NEF € a proteina mais imunogénica das proteinas acessorias
e € essencial para a dispersdo viral e para a progressdao da doenca in vivo. Ja a proteina
acessoria vif (Viral infectivity fator — Fator de Infectividade Viral) que promove a
infectividade viral, impede a a¢cdo da proteina celular APOBEC-3G, que tem a capacidade de
tornar o HIV-1 ndo infeccioso através da inducdo de mutacdes G para A durante a sintese do
DNA viral (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/M AP/landmark.html).

O HIV pertence ao género Lentiviridae que é caracterizado por causar infecgdes
cronicas e latentes por um longo periodo de tempo. A hipdtese mais aceita sobre a origem do
HIV € que o mesmo teria sido transmitido ao homem através de fluidos de primatas nao-
humanos infectados com outro virus deste mesmo género, o Virus da Imunodeficiéncia Simia
(SIV). Dados divulgados pela UNAIDS em 2016 mostram que ha uma estimativa de 36,7
milhdes de pessoas infectadas como HIV em todo o mundo e que cerca de 35 milhdes de
pessoas ja morreram por causa de doencas associadas a AIDS desde o inicio da epidemia
(UNAIDS, 2016). No Brasil, estima-se que em 2015 cerca de 830 mil pessoas (incidéncia de
0,04%) estavam infectados com o HIV (prevaléncia de 0,6%) e aproximadamente 15 mil

mortes relacionadas com a infeccao pelo HIV neste mesmo ano.

1.1 Classificacao

O HIV ¢ classificado em duas espécies diferentes: HIV-1 e HIV-2. Devido sua grande
diversidade, o HIV-1 € classificado em quatro grupos filogeneticamente distintos: M, N, O e
P. O grupo M € o mais disperso epidemiologicamente e possui grande diversidade genética
sendo subclassificado em subtipos (A, B, C, D, F, G, H, J e K). Os subtipos A e F sdo ainda
subclassificados em sub-subtipos Al, A2, A3, A4 e Fl, F2, respectivamente (Figura 2)
(VALLARI et al., 2011).

Além desta classificacdo deve-se levar em consideracdo a recombinacdo de diferentes
subtipos entre si e entre os proprios grupos, formando virus recombinantes. Por exemplo,
virus do subtipo B e do subtipo F podem recombinar seus genomas entre si gerando virus

recombinantes BF. Um virus recombinante que € identificado em um tnico individuo ou em
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um pequeno grupo de pessoas com relacdo epidemioldgica é denominado Forma
Recombinante Unica (“Unique Recombinant Form” — URF). Entretanto, quando os virus
recombinantes sdo identificados com mesmo padrio de recombinagdo, através do
sequenciamento do genoma completo, em pelos menos trés individuos ndo relacionados
epidemiologicamente sdo designados como Formas Recombinantes Circulantes

(“Circulanting Recombinant Forms” — CRFs).

Figura 2 — Esquema da classificacdo do HIV-1 em grupos (N, O, P e M), subgrupos do grupo M (A-D, F-H, J-
K), subsubgrupos do subgrupo A (Al-4)eF (F1 - 2) e as URFs e CRFs.

bl
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Fonte: Préprio autor.

Para a classificacdo de uma CRF € necessario o sequenciamento de pelo menos trés
genomas completos ou dois genomas completos € um genoma parcial de virus oriundos de
individuos nao relacionados epidemiologicamente e que estes genomas possuam um mesmo
padrao de recombinagdo. A identificacdo de uma nova CRF ¢ feita a partir de um nimero de
identificacdo e das letras dos subtipos que lhe deram origem (por exemplo, CRF12_BF),
porém se trés ou mais subtipos estdo presentes, € utilizado cpx (complex) (ROBERTSON,

2000).
1.2 Epidemiologia molecular do HIV-1

As variantes genéticas do HIV estdo dispersas heterogeneamente no mundo. No
entanto, ha variantes que predominam em certas regides. Por exemplo, os subtipos A, C e D
sdo os principais encontrados na Africa enquanto na Europa, Estados Unidos e Austrilia
predomina o subtipo B. J4 o subtipo C é predominante na Africa do Sul, Etidpia e India e a
CRFO1_AE no sudoeste da Asia (PESSOA et al., 2016).

A prevaléncia das formas recombinantes tem aumentado e estima-se que as URFs e
CRFs sao responsaveis por 20% das infeccdes pelo HIV no mundo (SIMONETTI et al.,

2014). A CRF_BF ¢ a primeira CRF originada nas Américas, provavelmente a mais antiga
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originada fora da Africa (CARMONA et al., 2002) e ha fortes evidéncias que estes
recombinantes tenham como ancestrais virus F brasileiros (THOMSON et al., 2004). Estes
recombinantes foram inicialmente isolados e caracterizados na Argentina (circulam neste pais
desde meados dos anos 80) (GOMEZ CARRILLO et al., 2002) e, mais tardiamente, foram
descritos no Brasil, em 1994 (SABINO et al., 1994). Estima-se que a origem dos
recombinantes BF no pais ocorreu entre 1984 e 1991 (LEAL et al., 2008a).

Segundo dados de sequéncias de HIV depositadas no banco de dados do Laboratério
Nacional de Los Alamos (LA), na América do Sul o subtipo B é predominante (66,6%),
seguido do subtipo C (9,3%) e do subtipo F (7,9%). Ja os recombinantes BF representam
12,4% das sequéncias de HIV recombinantes da América do Sul depositadas neste banco de
dados, superando em nimero seu parental F. Considerando apenas as sequéncias de genomas
recombinantes depositadas, os genomas de recombinantes BF chegam a 75,8% das sequéncias
da América do Sul, regido onde as primeiras CRFs_BF foram descritas.

No Brasil, os subtipos B, C e F sdo predominantes porém, as diferentes regides
geograficas apresentam padrdes distintos de distribuicdo destes subgrupos. Um aumento de
subtipos ndao B, principalmente URFs_BF também tem sido observado no Brasil
(SANABANI et al., 2006; SANABANI et al., 2011; SANABANI et al., 2013). Um recente
estudo de Pessoa e colaboradores mostrou que, em doadores de sangue de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais e Recife, infectados com HIV-1, a prevaléncia dos subtipos é de 65%
para o subtipo B, 28% para formas recombinantes (sendo 23,6% recombinantes BF), 3,9%
para o C, 2% para o D e 1,5% para o F1 (PESSOA et al., 2016). Um outro estudo de
sequenciamento de nova geracdo (Next Generation Sequencing — NGS) em 2014 mostrou
uma grande diversidade nos mosaicos estruturais de recombinantes BF1 e uma alta
porcentagem de novos recombinantes CRF71_BF1 e outros recombinantes BF1 entre
doadores de sangue em Recife com altas taxas de mutacdes transmitidas de resisténcias a
drogas (BRUSELLES et al., 2009). Outro estudo, conduzido por De Sa Filho e colaboradores,
detectou uma taxa de aproximadamente 24% de CRF28 e CRF29 entre individuos infectados
na cidade de Santos, estado de Sao Paulo, evidenciando o crescimento expressivo destes
recombinantes no pais (DE SA-FILHO et al., 2008).

Atualmente a prevaléncia de recombinantes BF tem aumentado nos paises da América
Latina e tem se tornado a forma recombinante mais comum, levando ao desaparecimento do
subtipo parental F em algumas areas (GOMEZ CARRILLO et al., 2002). A alta propensao
dos subtipos B e F recombinarem pode ser explicada pelo um maior fitness viral comparado

com 0s parentais, uma vez que € transmitido com uma maior frequéncia (AULICINO et al.,
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2007). No entanto, tem se discutido a possibilidade de que a principal for¢a evolutiva que tem
levado ao declinio de parentais F e sua possivel substitui¢do pelo recombinantes BF pode ser
atribuida a eventos estocasticos. Estes eventos seriam facilitados pelo baixo ndmero da
populacio F do que um aumento no fitness viral ou pressdo seletiva em si (PESSOA et al.,

2015).

1.3 Ciclo de replicacao

O ciclo de replicagdo do HIV, representado na Figura 3, pode ser dividido nas etapas
de ligacdo, transcri¢ao reversa, integracdo, transcri¢do, traducdo, montagem e brotamento.

Inicialmente, a particula viral interage com a célula hospedeira através da interacdo da
proteina viral gp120 com receptor CD4 da célula hospedeira. Esta interacao também acontece
com um coreceptor de quimiocina especifico, geralmente CCRS5 ou CXCR4. Estas interagdes
iniciam uma série de mudangas conformacionais que resulta na fusdo do virus com a
membrana celular. Esta fusdo leva a liberacdo do genoma viral, transcriptase reversa,
integrase e outras proteinas virais para o interior da célula hospedeira. A esta fase inicial, da-
se o nome de fase de ligacdo e a mesma pode ser inibida pelos inibidores de fusdo ou pelos
inibidores de entrada. Na segunda etapa ocorre a transcri¢do reversa do genoma viral pela
enzima transcriptase reversa, gerando uma DNA viral dupla fita (HU; TEMIN, 1990). Nesta
etapa, podem ocorrer eventos de recombinagdo gerando virus hibridos: com fragmento de
genomas de virus diferentes. Esta etapa pode ser inibida pelos inibidores da transcriptase
reversa. Este DNA dupla fita é entdo direcionado para o nicleo e integrado ao genoma da
célula hospedeira na etapa chamada integracdo. Esta etapa € realizada pela enzima viral
integrase, que pode ser bloqueada pelos inibidores da integrase. Uma vez integrado ao
genoma do hospedeiro, este DNA viral passa a ser chamado de DNA proviral.

A etapa da transcricdo € mediada pela maquinaria da prépria célula hospedeira. A
enzima RNA polimerase II utiliza o DNA proviral como molde para a transcricdo. Na fase da
traducao os RNAs mensageiros sdo levados ao citoplasma e sdo traduzidos pela maquinaria
transcricional do hospedeiro produzindo entdo proteinas e enzimas virais. Estas serdo
montadas juntamente com o genoma viral e direcionadas para uma regido proxima da
membrana plasmatica. A protease viral cliva os polipeptidios em proteinas virais antes da
maturagdo viral. Os inibidores da protease inibem esta fase do ciclo viral. Durante a fase de
brotamento, os virus sao liberados da célula e podem infectar novas células, continuando o

ciclo de infeccdo (ZHANG, 2007).
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Figura 3 — Ciclo de replicacdo do HIV.
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1.4 Recombinacio e diversidade genética no HIV-1

Alguns fatores estdo relacionados com a alta diversidade genética do HIV: a auséncia
da atividade corretora da transcriptase reversa viral (3x10 mutacdes/nucleotideo/ciclo de
replicagdo), a alta taxa de replicagdo viral (10.3x10° particulas/dia) e o processo de

recombinacdo durante a transcricdo reversa (MELO; JAMAL; ZANOTTO, 2012). No
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entanto, a taxa de mutacdo do HIV € similar a outros virus de RNA sendo a diversidade
genética encontrada nestes virus atribuida em sua maior parte a sua elevada capacidade de
recombinacio em populacdes onde ha mais de um subtipo de HIV circulante (FERNANDEZ-
GARCIA et al, 2010). A frequéncia de recombinagdo no HIV-1 é de 2.4x10
*mucleotideo/ciclo de replicagio, o equivalente a 2-3 eventos de recombinagio por genoma e
por ciclo de replicagdo, e ocorre ao longo de todo o genoma (JETZT et al., 2000).

O processo de recombinag@o contribui de maneira mais efetiva para a diversidade do
HIV do que mutag¢des pontuais. A recombinacdo pode ocorrer quando uma mesma célula é
infectada por virus diferentes. Na etapa da transcri¢do reversa, a transcriptase reversa pode, no
momento da transcri¢do, mesclar entre fitas dos virus diferentes em um processo chamado
“jumping”. Neste caso ha a formagao de uma fita hibrida. Caso os virus sejam pertencentes ao
mesmo grupo o processo € chamado recombinacao intrasubtipo. Porém, caso os virus sejam
pertencentes a grupos diferentes di-se o nome de recombinagdo intersubtipo. Logo, a
recombinacao intersubtipo é um processo que ocorre principalmente em regides nas quais ha a
circulacdo de subtipos virais diferentes uma vez o individuo necessariamente tem que estar
coinfectado com diferentes subtipos virais.

Ha um aumento consideravel na descricdo de URFs e CRFs nos tltimos anos e este
nimero tende a ser crescente uma vez que a distribuicdo geografica dos subtipos é um
processo dinamico, tornando os eventos de recombinacdo entre as variantes de HIV-1 cada
vez mais provavel (GLAZIOU et al., 2015). Atualmente 88 CRFs e inimeras URFs foram
descritas  (http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Desde a
descricdo da primeira CRF_BF (CRF12) na Argentina em 2001 (CARR et al., 2001), diversas
outras foram descritas posteriormente em diferentes partes do mundo. Das quatorze CRFs_BF
caracterizadas atualmente, duas foram identificadas na Argentina e em outros paises da
américa do sul (CRF12_BF e CRF17_BF), a CRF44_BF no Chile, a CRF38_BF no Uruguai,
oito no Brasil (CRFs 28, 29, 39, 40, 46, 70, 71 e 72) e duas na Europa (CRF42 em
Luxemburgo e CRF47 na Espanha). Os padrdes de recombinacdo destas CRFs encontram-se

listados no Apéndice B.
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1.5 A alca V3 da proteina gp120

A al¢a do dominio V3 da proteina gp120 tem um importante papel na interagdo com o
receptor € o coreceptor, processo crucial na entrada e o tropismo viral, além de ser um
importante alvo para a neutralizacdo com anticorpos (CUEVAS et al., 2010; VILLANOVA,
2010; MELO; JAMAL; ZANOTTO, 2012). Os aminoacidos presentes na alca do dominio V3
influenciam na utilizacdo de determinado coreceptor. Portanto, o HIV-1 pode ser classificado
de acordo com o coreceptor utilizado para a entrada viral. Aqueles que usam o coreptor CCRS5
sdo chamados de virus CCR5-trépicos ou simplesmente virus RS e os que utilizam CXCR4
sdo classificados como virus CXCR4-trépicos ou virus X4. Ha ainda aqueles que podem
utilizam ambos receptores, os virus R5X4 ou duplo-trépicos. Tem sido descrito na literatura
que os virus RS sdo mais transmissiveis que virus X4 e estdo associados a rapida progressao
da doenca (CUEVAS et al., 2010). Além da associagdo com a progressao e estagio da doenca,
a predicdo da utilizacdo do coreceptor € importante para o manejo clinico de farmacos
antagonistas do coreceptor CCRS pois pacientes infectados com virus que podem utilizar o
coreceptor CXCR4 nao responderdo a estes farmacos. Nesta regido da alga V3 € encontrado
um motivo estrutural tetrapeptidico altamente conservado nas posicdes 312-315 (em relacdo
ao HXB2). Os tetrapeptideos mais comuns sio GPGR e GPGQ. As cepas brasileiras do
subtipos B apresentam geralmente o motivo GWGR, que tornou-se uma assinatura

caracteristica destas cepas.

1.6 Resisténcia aos antirretrovirais

Desde a descoberta do HIV na década de 80, diversos esforcos tém sido feitos em
busca de uma terapia eficaz no combate ao virus. Em 1986 a Zidovudina (AZT) foi aprovada
para o tratamento contra o HIV e desde entdo outros farmacos foram introduzidos na terapia
antirretroviral (ARV) para o HIV possibilitando o controle da doengca e uma melhor qualidade
de vida aos pacientes infectados. No entanto, apesar de inimeros esforcos cientificos, ainda
nao foi descoberto um tratamento capaz de curar a infec¢do erradicando o virus do paciente
infectado que tenha avancado em ensaios clinicos.

Os ARVs sao classificados de acordo com o mecanismo de acdo. As principais classes
de ARVs sa@o: os Inibidores nucleosidicos da transcriptase reversa (Nucleoside Reverse-
Transcriptase Inhibitors — NRTIs); Inibidores ndo nucleosidicos da transcriptase reversa

(Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors — NNRTIs); Inibidores da protease



23

(Protease Inhibitors — Pls); Inibidores da Integrase (Integrase Inhibitors — INIs) e os
Inibidores de fusao.

A resisténcia aos ARVs € oriunda de mutagdes especificas em determinadas regides do
genoma que podem ser resultantes do processo de mutacdo pontual ou do processo de
recombinacdo (ARTS; HAZUDA, 2012) e alguns estudos mostram a relacdo entre a
diversidade genética e as implicacdes clinicas como revisado por Santoro em 2013
(SANTORO; PERNO, 2013).

As mutacdes encontradas na regido da protease e da integrase sdo classificadas em
mutacdes principais (Major) e mutagdes acessOrias. As mutagdes principais sao,
majoritariamente, mutagdes nao polimérficas de resisténcia as drogas que tem uma grande
contribuicdo na reducdo da susceptibilidade a uma ou mais drogas. Ja as mutacdes
classificadas como acessdrias sdo mutagdes nao polimoérficas ou minimamente polimoérficas
que contribuem para a diminuicdo da susceptibilidade a determinada droga desde que
encontrada em combinag¢do com uma mutagdo principal. Algumas mutacdes pouco usuais ou
mutacdes que ainda ndo foram bem caracterizadas encontradas nas posicdoes de mutagcdes
principais também podem ser incluidas nesta lista.

A organizacdo mundial da saide (OMS) estima que em 2015 cerca de 46% das
pessoas infectadas com HIV estavam em tratamento com ARVs no mundo, o dobro quando
comparado a 2010 (www.who.org). O aumento das taxas de tratamento € positivo pois mostra
que pacientes infectados com o HIV tem cada vez mais acesso ao tratamento. No entanto,
considerando que os ARVs sdo um potente meio de pressdo seletiva no genoma do HIV,
deve-se levar em consideracdo um provavel aumento da prevaléncia de variantes resistentes
em funcdo do aumento de pessoas sendo tratadas. Considerando estes aspectos, as sequéncias

coletadas neste trabalho serdo submetidas a analise de susceptibilidade viral aos ARVs.
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2 JUSTIFICATIVA

O HIV-1 € caracterizado pela sua grande diversidade genética e esta é uma das
caracteristicas mais importante deste virus e da pandemia da AIDS como um todo. Sendo
atribuido a esta grande variedade a ampla disseminacdo e adaptacdo destes virus, bem como a
capacidade de escape da resposta imune do hospedeiro. Todas estas caracteristicas resultam
em dificuldades no desenvolvimento de vacinas e drogas capazes de erradicar o virus.

Esta diversidade pode ser observada pela ampla classificacdo e subclassificacdo do
HIV. Por exemplo, atualmente 88 CRFs e intimeras URFs foram descritas
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Destas CRFs, 14 sao
recombinantes BF (15.9%) representando os duplo-recombinantes com o maior nimero de
CRFs descritas. A primeira CRF_BF foi descrita na Argentina em 2001(CARR et al., 2001) e
desde entdo estes recombinantes BF tém sido descritos em diversos paises, principalmente no
Brasil onde ja foram identificadas oito CRFs_BF e varias URFs_BF.

Esta diversidade de recombinantes BF pode implicar em uma vantagem adaptativa
uma vez que estes, ao surgirem, devem superar as cepas parentais dentro do individuo
coinfectado para que sejam transmitidos eficientemente (MELO; JAMAL; ZANOTTO,
2012). A importancia dos recombinantes BF na epidemia do HIV-1 tem sido demonstrada por
diversos autores e refor¢ada pelo aumento do nimero destas variantes na populacao infectada.
Ha algumas linhas de evidéncia que demonstram que os recombinantes BF podem exibir
diferentes caracteristicas bioldgicas. Primeiro, foi observado o aumento da taxa de
crescimento dos recombinantes BF para a CRF12_BF e para a CRF38_BF na Argentina e
Uruguai (BELLO et al., 2010; AULICINO et al., 2007), que € corroborado por este trabalho
principalmente em virtude da expansdo de URFs BF no Brasil. A outra é evidéncia foi
mostrada por um estudo publicado em 2012. Neste estudo os autores mostraram que o Vpu
recombinante BF estava associado ao aumento na produgdo de particulas virais em ensaios
celulares quando comparados com o subtipo B (DE CANDIA et al., 2010).

Portanto, estas caracteristicas podem estar associadas ao aumento da dispersdo destes
recombinantes € a uma possivel vantagem adaptativa em comparacdo com as cepas parentais
e com outros recombinantes. Além disso, as consequéncias destas variagdes genotipicas
refletem em diversos aspectos como, eficicia de testes de diagndstico, monitoramento da
doenca, resposta imune, desfecho do tratamento e desenho de vacinas (HAMEELAR, 2013).
Portanto, conhecer as variagdes genéticas do HIV se torna um ponto critico para o

desenvolvimento de drogas e para novas vacinas efetivas.
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O ndmero de genomas de HIV-1 depositados em banco de dados € crescente, inclusive
para recombinantes BF. Porém, até o momento, ndo ha trabalhos publicados que analisem
estas sequéncias em conjunto com intuito de caracterizar os recombinantes BF circulantes. O
objetivo deste trabalho foi delinear um panorama geral da diversidade dos recombinantes BF
em todo o mundo. Com a expansao de genomas recombinantes HIV-1 BF e indicios que estes
recombinantes tenham adquirido caracteristicas que propiciem vantagem adaptativa em
relacdo aos demais torna-se evidente a necessidade de uma caracterizacao dos mesmos com o
objetivo de entender melhor estes recombinantes no contexto da epidemiologia do HIV-1.
Esta caracterizacdo podera contribuir para uma melhor compreensdao da epidemiologia do
HIV e as possiveis interferéncias da expansdo destes recombinantes no desenvolvimento de
vacinas, seu impacto no desenvolvimento de novas drogas, fenétipo viral, patogenicidade,

resposta a drogas ja utilizadas e na epidemiologia da infec¢ao do HIV-1 como um todo.
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3 OBJETIVOS

Geral

Caracterizar os isolados virais recombinantes entre os subtipos B e F circulantes em diversas

regides geograficas.

Especificos

1. Catalogar sequéncias e analisar informagdes associadas dos genomas completos do HIV-
1 recombinantes BF publicados na literatura;

2. Investigar as relagdes filogenéticas dos recombinantes entre si € entre as cepas parentais;

3. Identificar e comparar os padrdes de recombinacdo entre os genomas completos de
recombinantes BF do HIV-1;

4. Investigar a existéncia de pontos preferenciais para ocorréncia de recombinagdo genética
(“hotspots™) nos genomas recombinantes BF do HIV-1;

5. Identificar assinaturas nucleotidicas conservadas nestes recombinantes;

6. Avaliar a presenca de mutagdes associadas a resisténcia aos antirretrovirais nestes
recombinantes;

7. Predizer o comportamento fenotipico dos recombinantes BF quanto a utilizacdo

preferencial do receptor de quimiocina na entrada viral.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta de dados

As sequéncias de genomas completos de recombinantes BF do HIV-1 de todo o
mundo foram coletadas do banco de dados de sequéncias de HIV do Laboratoério Nacional de
Los Alamos (LA) e do banco de dados Nucleotide do NCBI. Apenas genomas recombinantes
BF com tamanho superior a 7000 pb foram considerados genomas completos. Este parametro
é utilizado pelo banco LA para definir genoma completo
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/FAQ.html). Estas sequéncias foram coletadas
em arquivos no formato FASTA e as informacdes destes dois bancos de dados foram cruzadas
juntamente com dados de artigos que descrevem a sequéncia para compor o banco de dados
deste estudo.

Dentre as informagdes coletadas, quando disponiveis para dada sequéncia, estdo o
nimero de acesso da sequéncia no GenBank; identificacdo do paciente no LA; tamanho da
sequéncia; artigo no qual a sequéncia foi descrita; subtipo informado no NCBI, em LA e nos
artigos; pais e cidade de coleta da amostra; género e idade do paciente; contagem de TCD4,
TCDS e carga viral; modo de transmissdo; grupo de risco; ano de infecc¢ao, de diagndstico e
de coleta de amostra; estado clinico do paciente; utilizacdo de coreceptor e fendtipo viral; e
utilizacdo de tratamento pelo paciente.

Estas informacdes coletadas foram utilizadas para confeccionar um banco de dados no
Excel, programa implementado no pacote Office 2013. As informagdes inseridas no mesmo

foram checadas em busca de erros ou divergéncia de dados.

4.2 Alinhamento e edicao

Sequéncias de todos os subgrupos M do HIV-1 foram coletadas no LA
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEW ALIGN/align.html) utilizando os filtros
“subtype reference” para a opc¢do tipo de alinhamento, “HIV-1/SIVcpz” para organismo,
“genome” para a regido, “M group without recombinants (A-K)” para subtipo, “DNA” para
DNA/Proteina, “2010” para ano e “FASTA” para formato. Utilizando estes filtros, foram
obtidas 39 sequéncias dos subtipos: A1 (DQ676872; AB253421; AB253429), A2 (AF286238;
GU201516; AF286237), B (K03455; AY423387; AY173951; AY331295), C (U52953;
U46016; AF067155; AY772699), D (K03454; AY371157; AY253311; US88824), Fl
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(AF077336; AF005494; AF075703; AJ249238), F2 (AY371158; AJ249236; AJ249237,
AF377956), G (AF084936; AF061641; U88826; AY612637), H (AF190127; AF190128;
AF005496; FJ711703), J (EF614151; GU237072; AF082394) e K (AJ249235, AJ249239),
totalizando 39 sequéncias. O genoma do isolado ANT70 (nimero de acesso no GeneBank:
L20587.1), pertencente ao grupo O, foi utilizado como grupo externo.

As sequéncias GUS595155, GU595159, GUS95161, GUS95162, KI849757 e
KJ849772 foram excluidas especificamente desta andlise por apresentarem diversas bases
degeneradas. No entanto, estas sequéncias foram mantidas nas demais analises em virtude da
boa qualidade do fragmento utilizado como, por exemplo, a regido pol para a andlise de
resisténcia a drogas e a regido da GP120 para a predi¢do da utilizacdo de coreceptor. O
alinhamento final é composto por 246 sequéncias recombinantes BF, mais 39 sequéncias
referéncia e a sequéncia do grupo externo, totalizando 286 sequéncias. As sequéncias deste
trabalho foram identificadas da seguinte maneira: nimero de acesso do GeneBank.cédigo do
pais.ano de coleta.classificacdo. J4 as sequéncias referéncia foram identificadas como
subtipo.nimero de acesso do GeneBank.

O alinhamento foi realizado utilizando o algoritmo muscle (v3.8.31) disponivel no
programa SeaView (v. 4.5.4 para Windows) (GOUY; GUINDON; GASCUEL, 2010). A
edicao manual do alinhamento foi feita utilizando o programa BioEdit (HALL, 1999). Apés a
edicdo uma cépia do alinhamento foi utilizada para obter um alinhamento com o minimo
fragmento compartilhado entre todas sequéncias (5352 pb) que foi utilizado nas andlises de

reconstrucgao filogenética.

4.3 Reconstrucao filogenética

O modelo de substituicio de nucleotideos mais apropriado para cada anélise foi
determinado pelo programa ModelTest 3.7 (POSADA; CRANDALL, 1998). O modelo
escolhido foi GTR+G+I (General Time-Reversible + gamma-distribution + invariable sites),
definido segundo os critérios de informacdo de Akaike (AIC). Os parametros obtidos para
este modelo foram: frequéncias de base (freqA = 0.4497, freqC = 0.1654, freqG = 0.2134,
freqT = 0.1715); taxas da matriz: R(a) [A-C] = 1.3365; R(b) [A-G] = 3.9979; R(c) [A-T] =
0.7110; R(d) [C-G] = 0.6810; R(e) [C-T] = 6.9523; R(f) [G-T] = 1.0000; propor¢do de sitios
invariaveis (I) = 0.2483; e distribui¢do gamma = 0.6823.

O comportamento filogenético das sequéncias dos virus recombinantes BF foram

comparados entre si, entre os subtipos parentais e entre outros subtipos puros. A reconstru¢ao
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da historia evolutiva destas sequéncias foi estimada através de analises filogenéticas
utilizando os métodos “neighbor-joining” (NJ) e méaxima verossimilhanca (“Maximum
Likelihood” - ML) utilizando o programa PAUP* versao 4.0b (SWOFFORD, 2002). O
critério utilizado para a busca heuristica da arvore foi o algoritmo de troca entre vizinhos mais
proximos NNI (Nearest-Neighbor Interchange) e a sustentacdo dos ramos da arvore foi
calculada através do calculo de “bootstrap” baseado em 1000 reamostragens. Os valores de
bootstrap foram utilizados na arvore ML quando a topologia dos clados foram repetidas tanto
na NJ quanto na ML. As arvores foram visualizadas e editadas utilizando o programa FigTree

v 1.4.2 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

4.4 Analises de recombinacao

Os padrdes de recombinagdo foram estimados utilizando jpHMM (jumping profile
Hidden Markov Model), disponivel em uma plataforma online
(http://jphmm.gobics.de/submission_hiv.html). As sequéncias dos genomas completos foram
submetidas a ferramenta online e os padrdes de recombinacdo gerados a partir desta andlise
foram salvos. Esta ferramenta utiliza informacdes detalhadas dos polimorfismos da populagdo
parental, além de usar cepas parentais nas andlises, € prové informacgdes detalhadas da
confiabilidade dos pontos de recombinag¢des preditos.

O jpHMM utiliza algoritmos baseados no modelo oculto de Markov que comparam a
sequéncia analisada com alinhamentos multiplos de sequéncias de diferentes subtipos de HIV.
A partir do alinhamento de cada subtipo é criado um modelo probabilistico com o qual a
sequéncia serd comparada. No entanto, diferentes fragmentos da sequéncia analisada sdo
alinhados localmente aos diferentes subtipos, permitindo assim a identificacdo de

recombinantes com maior facilidade e rapidez (MELO, 2011).

4.5 Analise das caracteristicas moleculares

As sequéncias consenso B, F1 e F2 utilizadas para comparagao destas andlises foram
obtidas a partir do LA utilizando as opg¢des “Web” para o filtro tipo de alinhamento, “HIV-
1/SIVepz” para o filtro organismo, “Genome” para o filtrar a regido, “M group without
recombinants” para o filtro subtipo; “DNA” para o filtro DNA/proteina; “2015” para o filtro
ano e “FASTA” para 0 formato

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/NEW ALIGN/align.html). Esta busca retorna um
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alinhamento de 1666 sequéncias de todos subtipos do grupo M. As sequéncias pertencentes
aos subtipos B (n = 807), F1 (n =27) e F2 (n = 6) foram separadas em diferentes arquivos e a
sequéncia consenso de cada um destes grupos foi gerada no Geneious.

Para a andlise de assinaturas nucleotidicas foram analisadas as posi¢cdes 790 a 9417
(posicdo em relacdo a HXB2) de todas as sequéncias recombinantes BF do alinhamento
juntamente com as sequéncias referéncia B e F ji citadas anteriormente, excluindo as
sequéncias referéncia dos demais subtipos. Esta andlise foi realizada no programa Geneious,

utilizando a op¢ao “Annotate & Predict” e posteriormente a op¢ao “Find variations/SNPs”.

4.6 Analise de resisténcia aos antirretrovirais

As andlises de resisténcia a drogas foram realizadas utilizando o algoritmo de
interpretacdo de resisténcia genotipica do Banco de Dados de Resisténcia a Drogas do HIV da
Universidade de Stanford (HIVdb) versio 8.1.1 (atualizada em 23/09/2016)
(https://hivdb.stanford.edu/hivdb/by-sequences/).  Este  algoritmo, implementado na
plataforma online do banco de dados, permite a identificacdo de mutagdes que podem conferir
resisténcia, em diferentes niveis de classificacdo, aos inibidores da protease, da transcriptase
reversa e da integrase que sdo comumente utilizados. As anélises sdo subdivididas em quatro
classes de acordo com o alvo de atuacdo dos farmacos: transcriptase reversa (NRTIs e
NNRTIs), protease (PIs) e integrase (INIs). Os farmacos avaliados para a classe dos NRTIs
sdo Abacavir (ABC), Zidovudina (AZT), Estavudina (D4T), Didanosina (DDI), Emtricitabina
(FTC), Lamivudina (3TC) e Tenofovir (TDF). Para a classe dos NNRTIs foram analisados os
farmacos Efavirenz (EFV), Etravirina (ETV), Nevirapina (NVP) e Rilpivirina (RPV). O
Atazanavir (ATV), Darunavir (DRV), Fosamprenavir (FPV), Indinavir (IDV), Lopinavir
(LPV), Saquinavir (SQV) e o Tipranavir (TPV) foram os fairmacos analisados para classe dos
PIs enquanto o Dolutegravir (DTG), Elvitegravir (EVG) e o Raltegravir (RAL) foram os
farmacos da classe dos INIs avaliados.

Nas anélises do Stanford Database, o nivel de resisténcia estimado para a droga é
determinado pelo algoritmo através de um mecanismo que adiciona escores associados a cada
mutacdo encontrada na sequéncia e em alguns casos a combinacdes de mutacdo. A presenca
de determinada mutacdo tem um valor fixo de escore para cada droga. Por exemplo, a
presenca da mutacdo L10F na protease soma 0 pontos de escore para o farmaco ATV
enquanto para os farmacos FPV e NFV somam 15 pontos para cada. A partir dos escores

individuais de cada mutacdo para determinado farmaco é calculado um escore total. Este valor
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determina a qual dos cinco niveis de resisténcia a mutacdo estd associada para cada droga
analisada. Os niveis de resisténcia sdo classificados em susceptivel (escore de 0-9), potencial
(escore de 10-14), baixo (escore de 15-29), intermediario (escore de 30-59) e alto (escore
maior ou igual a 60). Um nivel de resisténcia classificado como susceptivel indica que nao ha
evidéncias de que a mutagdo (ou as mutagdes) presente na sequéncia leve a uma reducao da
susceptibilidade ao ARV analisado quando comparado como o virus tipo selvagem. O nivel
de resisténcia considerado potencial pode indicar que a sequéncia pode conter mutagdes que
indicam tratamento prévio com ARV ou a sequéncia pode conter mutacdes que propicie uma
susceptibilidade reduzida in vitro ao farmaco avaliado apenas quando esta mutagdo estiver
combinada com outras. Ja o nivel de resisténcia baixo sinaliza que o virus do qual a sequéncia
foi oriunda pode ter susceptibilidade reduzida ou ainda que os pacientes infectados com tais
virus podem apresentar uma resposta viroldgica subdtima ao tratamento com ARV. O nivel de
resisténcia intermediario representa uma alta probabilidade de redu¢do da atividade da droga e
um alto nivel de resisténcia indica que pacientes infectados com estes virus tendem a
apresentar uma resposta viroldgica muito baixa ou ndo apresentam resposta viroldgica aquela

droga.

4.7 Predicao de uso do coreceptor

Para a predicdo genotipica do coreceptor utilizado na entrada viral foi utilizada a
ferramenta de bioinformética geno2pheno do Instituto de Informatica Max Plank
(http://coreceptor.geno2pheno.org/index.php). A sequéncia completa foi submetida na
plataforma online para andlise. Este algoritmo utiliza a regido da alca V3 da proteina gp120
do envelope viral para predizer se o virus correspondente é capaz de usar o coreceptor
CXCR4 como coreceptor (virus R5/X4 ou X4) ou nao (virus RS). Portanto, a classificagao de
virus nesta plataforma como R5/X4 ndo distingue a capacidade do virus utilizar apenas o
coreceptor CXCR4 (X4) ou do virus ser duplo-trépico (R5/X4), podendo utilizar ambos
coreceptores no processo da entrada viral.

A plataforma recomenda que as sequéncias sejam analisadas em triplicatas e quando
apenas uma sequéncia é analisada a taxa de falso positivo (FPR) deve ser de 20%. Este valor é
utilizado no intuito de minimizar o ndmero de falsos positivos (identificar virus capazes de
utilizar o coreceptor CXCR4 como RS5. Esta taxa tende a propiciar uma maior confiabilidade

no resultado para as sequéncias identificadas como provenientes de virus capazes de utilizar
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apenas o coreceptor CXCRS e portanto, estes pacientes podem ser tratados com inibidores de

CCRS com uma margem de seguran¢a maior.

4.8 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no GraphPad Prism.
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5.1 Caracterizacao das sequéncias
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As sequéncias foram coletadas no formato FASTA a partir do NCBI e do LA até

junho de 2016 totalizando 252 sequéncias (Apéndice A) de genomas completos de isolados

virais recombinantes BF do HIV-1.

E importante salientar a importancia dos dados clinico-epidemioldgicos para o estudo

de sequéncias de HIV. Portanto, seria oportuno se os bancos de dados exigissem informacgdes

basicas dos pacientes dos quais as sequéncias foram geradas. Na maioria dos casos, o pouco

de informagdo coletada sobre cada sequéncia s6 foi possivel devido o cruzamento de dados

encontrados em artigos, no NCBI e em LA. Ainda assim, informac¢des importantes sobre os

pacientes dos quais estas sequéncias foram isoladas nem sempre estavam disponiveis, como

evidenciado na Tabela 1. Portanto, as discussdes feitas a seguir serdo embasadas nos dados

disponiveis.

Tabela 1- Informagdes coletadas sobre as sequéncias.

DADOS

Pais

Ano de coleta
Subtipo - LA
Subtipo - Artigo
Subtipo-NCBI
Cidade/Estado
Género

Grupo de Risco
Idade

Via de transmissao
Ano de diagnéstico
Estado clinico
CDh4

Carga Viral
Coreceptor
Tratamento
Fenotipo

Ano de infeccao
CDS8

D (n)

252
250
235
210
203
141
133
114
93
74
39
35
29
29
22
21

2

%
100
99
93
83
81
56
53
45
37
29

Fonte: Dados coletados pela autora. D: dado disponivel.
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As sequéncias coletadas sdo oriundas de treze paises diferentes: 133 do Brasil (BR;
52,8%), 26 da Argentina (AR; 10,3%), 21 de Luxemburgo (LX; 8,2%), 17 do Uruguai (UR;
6,7%), 15 da Espanha (ES; 6%), 15 da Itdlia (IT; 6%), 10 do Paraguai (PR; 4%), 6 do Japao
(JP; 2,4%), 4 da Chile (CH; 1,6%), 2 da Bolivia (BO; 0,8%) e 1 da Venezuela (VZ), 1 do Peru
(PE) e 1 de Macau (MC) (0,4% cada) (Figura 4). Estes achados mostram a dispersao global

destes recombinantes que inicialmente foram descritos na América do Sul.

Figura 4 — Caracterizagcdo geografica dos recombinantes BF do HIV-1 circulantes no mundo.
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Fonte: Mapa adaptado da WHO, disponivel em http://www.who.int/gho/hiv/hiv_013.jpg?7ua=1 Mapa da
prevaléncia de infec¢des por HIV entre adultos de 15-49 anos (dados de 2015), com a indica¢do do nimero de
sequéncias coletadas de acordo como pais de coleta.

O tamanho médio das sequéncias foi de 8879 pb (variando de 7293 pb — 9770 pb).
Considerando que 86% das sequéncias apresentaram tamanho entre 8500 e 9200 pb, pode-se
perceber que a maioria das sequéncias possui a cobertura quase completa do genoma.

A mediana do ano de diagnéstico foi 1996, variando de 1985 a 2008. A sequéncia
coletada do paciente diagnosticado em 1985 (ano de diagndstico mais antigo), do sexo
masculino e usudrio de drogas injetaveis € a sequéncia JF804806.BR.2005.29. Esta sequéncia
foi coletada em 2005 no Brasil e pertence a CRF29. Portanto, este recombinante pode ter
circulado antes mesmo da descri¢do do primeiro recombinante neste pais em 1992 (MELO;
JAMAL; ZANOTTO, 2012).

A amostra mais antiga foi coletada em 1993 e a mais recente em 2014 (mediana:
2004). Ja a mediana para a idade dos pacientes no momento da coleta foi de 31,5 anos e a
maioria (67,7%; 63/93) dos pacientes pertencem a faixa etaria entre 20 a 39 anos. Esta faixa

coincide com a faixa maior incidéncia de infec¢ao por HIV (WHO, 2014).
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Quanto a classificacdo das sequéncias (Grafico 1), a maioria é classificada como
URFs_BF (153/252; 60,7%). Outras 21 sequéncias estdo classificadas como pertencentes a
CRF42 (21/252; 8,3%), 12 sequéncias classificadas como CRF71 (12/252; 4,8%), 7 como
CRF17 (7/252; 2,8%), 7 como CRF29, 7 como CRF46 (7/252; 2,8%), 3 como CRF39 (3/252;
1,2%) e 2 como CRF44 (2/252; 0,8%). Ja as CRF12 e CRF28 tiveram 6 sequéncias cada
(6/252; 2,4% cada), as CRF38, CRF47 e CRF72 com 5 sequéncias cada (5/252; 2%),
enquanto a CRF40 e CRF70 tiveram 4 sequéncias (4/252; 1,6%). Além destas, outras quatro
como URFs BCF; (4/252; 1,6%) e uma sequéncia foi classificada como uma URF BF:G
(1/252; 0,4%). Portanto, considerando a grande quantidade de virus recombinantes BF no
Brasil e o fato que recombinantes BF com virus parentais preditos como brasileiros foram
identificados na Itilia e Japao, pode-se observar que os recombinantes BF brasileiros tem um
importante papel na pandemia global do HIV (BRUSELLES et al., 2009; SANABANI et al.,
2010).

Grifico 1 - Classificagdo das sequéncias.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

5.2 Analise filogenética

A reconstrucdo da histéria evolutiva das sequéncias analisadas no presente estudo esta

representada na arvore ML (Figura 5) (A arvore com leiaute retangular estd disponivel no
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material suplementar disponivel no link goo.gl/nyKuKZ), enraizada pelo ponto médio e a

escala representa a substituicdo de 0,2 nucleotideos por sitio.

Figura 5 - Arvore filogenética ML com leiaute circular.
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A arvore filogenética construida utilizando o método NJ também esta disponivel no
material suplementar (goo.gl/nyKuKZ). Esta drvore possui a topologia bastante similar com a
arvore ML, o que fortalece a confianca nas relagdes topoldgicas observadas. Os valores de
bootstrap acima de 70 de topologias que se repetiram tanto na arvore NJ quanto na arvore ML
foram identificados nesta ultima arvore.

Analisando as sequéncias de CRFs_BF observa-se que algumas delas formaram
grupos unicos. A CRF38 e a formaram, cada uma delas, um clado unico com

bootstrap de 100 (Figura 6).

Figura 6 - Cluster da arvore ML retangular contendo as CRFs 38 e 44.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

As sequéncias pertencentes as , CRF40, CRF42 e agruparam em clados

unicos com valor de bootstrap 100 (Figura 7).

Figura 7 - Diferentes agrupamentos da drvore ML retangular contendo as CRF 39, 40, 42 e 47.
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Figura 7 — Continuagdo. Diferentes agrupamentos da drvore ML retangular contendo as CRF 39, 40, 42 e 47.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

J& as sequéncias da CRF46 formaram um clado dnico com bootstrap 91 (Figura 8).
No entanto, as sequéncias AY455781.BR.1994.BF1, HMO026455.BR.2007.BF1,
AY455782.BR.1999.BF1, KT427779.BR.2010.BF1, KT427774.BR.2010.BF1
AB480298.JP.2004.BF1, AB480299.JP.2004.BF1, AB480300.JP.2004.BF1 e
AB480301.JP.2004.BF1 possuem padrdao de recombinacdo similar ao padrio da CRF46 e
estdo difusas na arvore. Estas sequéncias relacionadas a CRF46 parecem ter sido originadas
de eventos de recombinagio diferentes (SANABANI et al., 2010). No entanto, como o critério
para classificacdo de CRF € possuir o mesmo padrio de recombinacdo sugere-se a

reclassificacdo destas sequéncias como CRF46.
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Figura 8 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF46.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

Considerando o agrupamento de todas as sequéncias da CRF29 (Figura 9) pode-se
observar que estas agruparam com outras duas sequéncias AB253431.JP.ND.BF1 e
AB253430.JP.ND.BF1. No entanto, estas sequéncias possuem padrao de recombinacgdo
diferente da CRF29.

Figura 9 - Agrupamento da 4drvore ML retangular contendo a CRF29 e sequéncias relacionadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

As sequéncias da CRF28 (Figura 10) formaram um cluster com a sequéncia
JF804813.BR.2005.BF1 que agrupou especificamente com a sequéncia
JF804814.BR.2005.28 com valor de bootstrap de 75. Portanto sugere-se a reclassificagao
desta sequéncia relacionada para CRF28 uma vez que formaram um grupo monofilético com

as sequéncias desta CRF.
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Figura 10 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF28 e sequéncias relacionadas.

DOO0ASAT2 BR. 1899 28 o -

JFB04812.BR 200528 = m - |-

JFE04809 BR 200528 - - -

DO0AS5BT3 BR.1989.28 - - L -
=

DQOB8SET4 BR.1999 28 maa - o

4‘ m
JF804813 BR 2005 BF1 = = A
= s
75 =

JFBD4B14 BR 2005.28 = | 2=
!

ANB92448 BR.2003.BF1 S e

Fonte: Dados coletados pela autora.

O grupo que contém todas as sequéncias da CRF72 (Figura 11) apresentou um valor
de bootstrap de 95. As sequéncias destas CRF agruparam com outras sequéncias de padrdo de
recombinacao similar: AY455780.BR.1999.BF, FJ904244.1T.2008.BF1,
EF637052.BR.2003.BF, JX140660.ES.2009.BF1, KC113006.ES.2009.BF1, e
KT427789.BR.2010.BF. Esta tltima sequéncia possui uma segunda inser¢do do subtipo B,
quando comparada com o padrdo da CRF72, na regido 1760+-59/2014+-27. A sequéncia
EF637052.BR.2003.BF j4 foi descrita anteriormente com o mesmo padrdo de recombinacdo
que a CRF72 (PESSOA et al., 2014) (THOMSON et al., 2004). Percebe-se portanto que o
cluster que contém as sequéncias da CRF72 € heterogéneo e que, as demais sequéncias deste
cluster devem ser reclassificadas como CRF72, excetuando a sequéncia
KT427789.BR.2010.BF e FJ904244.1T.2008.BF. Esta dltima sequéncia tem um fragmento do
subtipo B na regido env maior que o encontrado na CRF72 que pode ter sido adquirido por
um evento de recombinagdo adicional no ancestral desta sequéncia que possuia 0 mesmo

padrdo que a CRF72.

Figura 11 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF72 e sequéncias relacionadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.



41

Ja as sequéncias classificadas como CRF17 formaram um clado unico (Figura 12).
Sendo que a sequéncia JN251905.PR.2003.BF1 est4 relacionada com esta CRF (bootstrap de
93). Em virtude do alto valor de bootstrap com que estas sequéncias agruparam e do padrao
de recombinacdo similar pode-se sugerir que a sequéncia JN251905.PR.2003.BF1 deve ser
reclassificada como CRF17.

As sequéncias da CRF70 e da formaram um grande grupo (bootstrap de 94) na
qual estdo misturadas em outros subgrupos juntamente com outras sequéncias que possuem
padraio de recombinagdo similares a esta CRF (DQ358811.BR.2002.BF1,
GU595156.1T.2001.BF1 e KT427871.BR.2010.BF1) (Figura 13). Porém uma analise das
assinaturas nucleotidicas mostrou que, provavelmente, as URFs contidas neste grupo sdo mais
proximas ou pertencem a CRF71.Como ja discutido, a sequéncia DQ358811.BR.2002.BF1
tem o padrao de recombinac¢do quase idéntico a CRF71_BF (PESSC)A et al., 2014).

Figura 12 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF17 e sequéncias relacionadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

A CRFs_BF 70 e 71 possuem padrao de recombinacdo bem similares. Os autores que
descreveram esta CRF discutiram a possibilidade da CRF70 ter sido originada a partir de um
evento de recombinagdo secundario da CRF71 e que elas tem evoluido independentemente

desde entdo ja que a distancia entre elas é de aproximadamente 8% (PESSOA et al., 2014).
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Figura 13 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF70, CRF71 e sequéncias relacionadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

Na Figura 14 pode-se observar as sequéncias classificadas como CRFI12 se

apresentaram difusas na arvore juntamente com outras 20 sequéncias relacionadas a esta

forma recombinantes (AF332867.AR.1999.BF, AY037272.UR.1999.BF,
JN235956.UR.2001.BF, JN235952.UR.2000.BF, AF408627.AR.1999.BF,
AY037280.AR.1999.BF, AY781128.UR.2001.BF, GQ372989.ES.2008.BF1,
KT276271.ES.2014.BF1, DQ383753.AR.2004.BF1, JN251900.PR.2002.BF1,
JX140661.ES.2009.BF1, KC113008.ES.2009.BF1, JN235955.UR.2001.BF,
AF408631.AR.1999.BF, AY037283.AR.1999.BF, JN251899.PR.2002.BF1,

AY536238.ES.2002.BF1, DQ383747.AR.2002.BF1 e AY037271.BO.1999.BF).
Ja foi demonstrado que a sequéncia AY536238.ES.2002.BF1 tem o mesmo padrio de
recombinacdo que a CRF12, portanto sugere-se a atualiza¢io desta sequéncia no LA, onde a

mesma encontra-se classificada como BF (SIERRA et al., 2005b)
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Figura 14 - Agrupamento da arvore ML retangular contendo a CRF12 e sequéncias relacionadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

A analise filogenética destas sequéncias mostrou-se robusta uma vez que as CRFs e as
referéncias de cada subtipo formaram grupos relativamente homogéneos. Além disso, pode-se
observar através da comparagdo com o padrdo de recombinacdo destas sequéncias que as

UREFs relacionadas agruparam juntas.

5.3 Analise de recombinacao

Os padroes de recombinacdo das sequéncias coletadas neste estudo, gerados pelo
JpHMM, estdo listados por ordem alfabética do nimero de acesso do Genebank (disponivel
no Apéndice C). Estes padrdes foram também inseridos ao lado do nome das sequéncias na

arvore retangular ML (disponivel no material suplementar em goo.gl/nyKuKZ).
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Das 252 sequéncias avaliadas, 34,5 % (87/252) das sequéncias ja foram inicialmente
classificadas em alguma das CRF_BF descritas e as demais como URFs. No entanto, algumas
destas sequéncias apresentaram padrdes de recombinacdo similares as CRFs ji existentes,
como discutido na andlise da filogenia. Algumas sequéncias foram oriundas do mesmo
paciente, sendo uma sequéncia caracterizada a partir do plasma e outra do genoma proviral (o

par de sequéncias de cada paciente estd separado por um travessdo): AB253431.JP.ND.BF1/

AB253430.JP.ND.BFI, FJ670529.ES.2008.47/ KC473840.ES.2008.47,
GQ372987.ES.2008.47/ KC473839.ES.2008.47, AB480298.JP.2004.BF1/
AB480299.JP.2004.BF1, AB480300.JP.2004.BF1/ AB480301.JP.2004.BF1 e

JX140661.ES.2009.BF1/ KC113008.ES.2009.BF.

Ja as sequéncias AY536233.CH.2001.BF e AY536234.CH.2001.BF foram
provenientes de duas irmds infectadas por via vertical e as sequéncias
AY037275.AR.1999.BF e AY037277.AR.1999.BF de individuos que eram parceiros sexuais.
Estas sequéncias possuem um padrdo de recombinac¢do idéntico ou muito préximo, o que era
ja era esperado devido a relagdo epidemioldgica existente entre estes ultimos dois pares de
sequéncias citados.

No total, foram identificados 114 padrdes de recombinacdo distintos entre os subtipos
B e F nas sequéncias analisadas neste trabalho. Quatorze deles sdo referentes as CRFs ja
descritas e as sequéncias que apresentaram o mesmo padrdo que estas CRFs, um da URF_BF
BF1G, quatro das URFs_BF BCF e os demais referentes a URFs com uma ou duas sequéncias
representantes. Esta variedade de padrdes de recombinagdo indica que estes eventos de
recombinacdo entre os subtipos B e F sdo frequentes e acarretam no surgimento de cepas

virais viaveis e transmissiveis, ampliando ainda mais a diversidade genética do HIV-1.

5.3.1 Reclassificagc@o de sequéncias previamente classificadas como BF

As sequéncias DQO085869.BR.1999.BF1, DQO085870.BR.1999.BF1,
JF804808.BR.2005.BF1, KT427668.BR.2010.BF1, KT427650.BR.2010.BF1,
KT427722.BR.2010.BF1 nao foram identificadas no jpHMM como recombinantes BF e sim
como subtipo B. Na Figura 15 podem ser observados dois recortes da drvore que mostram os
grupos formados por estas sequéncias, evidenciando inclusive, que uma sequéncia referéncia

do subtipo B estd no primeiro grupo.
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Figura 15 - Sequéncias classificadas como BF porém com padrio de recombinacdo B na 4rvore ML retangular.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

As sequéncias DQ085869.BR.1999.BF1 e DQO085870.BR.1999.BF1 foram descritas
por De Sa Filho e colaboradores em 2007 como recombinantes B com mesmo padrdo de
recombinacdo: maior parte do genoma pertencente ao subtipo B com um fragmento na
protease pertencente ao grupo F. No entanto o tamanho e a posicdo da insercao do fragmento
F ndo foram informados. Em 2010, Sanabani e colaboradores demonstraram em uma
publicacdo que esta classificacdo estava equivocada porém, até o momento, estas sequéncias
continuam classificadas como recombinantes BF tanto no NCBI quanto em LA (SANABANI
et al., 2010).

A sequéncia JF804808.BR.2005.BF1 foi descrita por Melo e colaboradores em 2012
como uma URF_BF majoritariamente B com uma inser¢ao do subtipo F na regido pol. Porém,
devido a baixa qualidade da imagem do padrdo de recombinagdo publicado ndo foi possivel
identificar exatamente a posi¢ao da inser¢do. Interessantemente os autores também utilizaram
0 jJpHMM para determinar o padrdo de recombinacdo. Os autores ndo apresentaram analises
filogenéticas que pudessem confirmar esta classificacdo (MELO; JAMAL; ZANOTTO,
2012). Na plataforma Nucleotide do NCBI a classificacdo desta sequéncia ndo é informada.
Porém em LA ela também esti classificada como BFI1. Pode-se entdo concluir que,
possivelmente, melhorias no algoritmo jpHMM levaram a correta classificacdo desta
sequéncia na andlise feita no atual estudo e que esta classificacdo é confirmada uma vez que
esta sequéncia agrupou com outras sequéncias do subtipo B, que também foram classificadas
equivocadamente, na arvore filogenética.

Estas trés sequéncias citadas acima formam um grupo monofilético com um alto
suporte estatistico (bootstrap de 98). Outra sequéncia, também relacionada com este grupo foi
a sequéncia KT427668.BR.2010.BF. Estas sequéncia, juntamente com
KT427722.BR.2010.BF1 foram publicadas em 2016 por Péssoa e colaboradores. No LA estas

sequéncias estdo classificadas como recombinante BF1. No entanto, neste artigo o foco dos
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autores foi descrever os recombinantes BF encontrados no trabalho e as referidas sequéncias
nao foram classificadas como recombinantes BF. Além disso, estas sequéncias estdo
classificadas como pertencentes ao subtipo B no NCBI, o que evidencia que foram
equivocadamente classificadas no LA. Neste mesmo estudo, foi descrita uma outra sequéncia
que apresentou divergéncia na classificacdo. Porém, diferentemente das sequéncias anteriores,
KT427650.BR.2010.BF1 foi classificada como recombinante BF no estudo. Neste, o padrdo
de recombinagdo encontrado para esta sequéncia (utilizando o SIMPLOT e o jpHMM) foi um
genoma majoritariamente B com duas inser¢des do subtipo F, uma na regido gag e outra no
inicio da regido pol. No entanto, a referida sequéncia esta classificada como subtipo B no LA
(PESSOA et al., 2016).

Portanto sugere-se que as sequéncias DQO085869, DQO085870 e JF804808 sejam
reclassificadas como pertencentes ao subtipo B tanto em LA quanto no NCBI. Estas
incoeréncias evidenciam a necessidade de uma curadoria mais cuidadosa para a submissao da

sequéncia nos bancos de dados.

5.3.2 Discrepancias na identificacdo dos padrdes de recombinagao

Os padrdes de recombinacdo identificados pelo jJpHMM apresentaram discrepancias
em algumas sequéncias. Em alguns casos, como o da sequéncia AY455780.BR.1999.BF,
alguns fragmentos ndo sdo subtipados pelo algoritmo, sendo entdo descritos como N/A (“not
available”). Esta € uma limita¢do reconhecida pelo préprio desenvolvedor para as anélises
realizadas na plataforma online. Em algumas sequéncias a ndo identificacdo do subtipo de
alguns fragmentos pode ter sido causada pela presenca de bases degeneradas na regiao, como
o caso da sequéncia GU595154.1T.2002.BF. Provavelmente por causa deste mesmo motivo
também ocorreu a identificacdo incorreta de determinados fragmentos, como por exemplo a
sequéncia EU170152.1.X.2003.42, e outras sequéncias da CRF42, que tiveram um fragmento
identificado como subtipo A no final da sequéncia porém este fragmento, segundo os pontos
de recombinacao originais da CRF42, seria pertencente ao subtipo B.

Em outros casos, os padroes de recombinacdo divergiram um pouco dos pontos de
recombinacdo previamente publicados, inclusive sequéncias classificadas na mesma CRF
possuem padrdo de recombinacdo distintos. Um exemplo deste caso acontece com a CRF40,
como pode ser observado na Figura 16 nido qual representa o padrio de recombinagdo
descrito para a CRF40 juntamente com os padrdes identificados pelo jpHMM para as

sequéncias classificadas com CRF40.
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Figura 16 - Padrio de recombinacdo oficial da CRF40 e o padrio encontrado individualmente para cada
sequéncia que compde a CRF40.
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Fonte: Padrdes individuais: gerados pelo jpHMM, dados do autor. O padrdo oficial da CRF40 esta disponivel em
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html#CRF40.

5.3.3 Investigacao de pontos preferenciais (Hotspots) para recombinacdo no genoma do HIV-1

No intuito de investigar a existéncia de regides genOmicas preferenciais (hotspots)
para a o ocorréncia de recombinagdo no HIV-1, os genes estruturais, acessOrios e regulatorios
foram analisados individualmente quanto a ocorréncia de recombinagdo intragénica. O
Grafico 2 mostra quantas sequéncias apresentaram recombinacdo intersubtipos ou ndo em
cada gene e, das que ndo apresentaram recombinac¢do, qual subtipo parental foi preservado
naquele fragmento.

Pode-se observar que a regido na qual a recombinacao € mais frequente € a regidao pol
(81%; 205/252), seguido das regides gag (68%; 172/252) e env (54%/ 137/252). O nimero de
sequéncias que possuem subtipos puros B ou F nestas regides € similar. No entanto, as regides
vpu, nef, rev, ltr, vpr e tat sdo compostas, em sua maioria, pelo subtipo B. Portanto, hd uma
possibilidade do subtipo B ter vantagens adaptativas nestas regides que justifiquem a
manutencao do subtipo parental puro. Tem sido descrito na literatura que as razdes para a alta
taxa de recombinacdo em pol sdo a sua composicao com bases homopoliméricas, similaridade
da sequéncia e a presenga de estruturas secundérias que favorecem a troca de fitas pela
transcriptase reversa durante a geragdo do cDNA (SALMINEN et al., 1995; JETZT et al.,
2000).

De Candia e colaboradores publicaram um trabalho mostrando que o vpu
recombinante BF estruturalmente reorganizado tem, in vitro, a capacidade aumentada de

aprimorar a replicag¢do viral quando comparado a seu parental B (DE CANDIA et al., 2010).
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No entanto, como observado no grafico abaixo, ha uma maior quantidade de recombinantes
BF com a regidao vpu com o subtipo B puro em detrimento da recombina¢do neste mesmo
gene.

Interessantemente, apenas a regido vif, um importante fator de infectividade viral que
impede a ag@o de proteinas celulares da familia APOBEC-3G (que tem a capacidade de tornar
o HIV-1 ndo infeccioso através da inducdo de mutagdes G para A durante a sintese do DNA
viral), na maioria das sequéncias (38%; 96/252), manteve preferencialmente o subtipo F puro.
Seguindo o oposto da tendéncia das outras regides, um menor nimero de sequéncias (8%,
19/252) mantem o subtipo B puro na regido vif.

A maioria dos alelos de vif pertencentes ao subtipo F foram altamente efetivos em
neutralizar a proteina A3H hapll enquanto os alelos de outros subtipos ndao B apresentaram
baixa atividade para a mesma proteina (BINKA et al., 2012). Este achado também foi
observado em outro estudo mais recente, mostrando que proteinas vif naturais do subtipos F1
atacam eficientemente as proteinas hA3G e hA3H hapll, enquanto sdo incapazes de degradar
hA3C e hA3F (ZHANG et al., 2016). Pode-se inferir que a manutengcao do subtipo F na
regido vif pode conferir uma maior vantagem a estes recombinantes. No entanto, ensaios
funcionais de virus contendo a regido vif dos seus parentais preservadas e recombinantes BF
poderdo esclarecer a real importincia da manutencdo do subtipo F nesta regido em virus
recombinantes BF.

Ja nas regides tat e vpr foram observados os menores nimeros de recombinagdes (7%
17/252 e 13%;33/252, respectivamente). Nestas regides, a maioria das sequéncias mantem o
fragmento do subtipo B puro (tat 57%; 143/252 e vpr 54%;37/252) seguido do F. Portanto,
nestas regides a recombinacdo € preterida em relacdo aos subtipos puros. Estes genes
codificam proteinas que exercem funcdes essenciais para o ciclo viral como regulacdo da
expressdo génica, transativacdo de genes celulares e indugdo da diferenciacdo celular
(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/MAP/landmark.html).

A andlise do gene env mostrou que 21% (52/252) e 16% (40/252) das sequéncias
possuiam o subtipo puro B e subtipo puro F nesta regido, respectivamente. Aproximadamente
metade das sequéncias (54%;137/252) apresentaram algum ponto de recombinac¢do na regiao
env. Buscando correlacionar a presenca ou nao de recombinac@o na regido env e a utilizagdo
de determinado coreceptor na entrada viral foi observado que a maioria das sequéncias foram
preditas como R5, independente do subtipo do fragmento env (env B: 59,5%, env F: 68,2% e

env BF: 69,7%).
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Grafico 2 - Analise da presenca de recombinagio em cada regido do genoma de HIV.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

A regido nef-U3, como ja sugerido por (SANABANI et al., 2010) parece ser um
importante ponto de recombinagdo (hotspot) pois a recombinacdo ocorre frequentemente
nesta regido, mais especificamente em torno da posi¢do 9356 na CRF46 (n = 6), na CRF47

(n= 5) e ainda em outras 17 sequéncias classificadas atualmente como URFs_BF:

KT427782.BR.2010.BF1, KT427774.BR.2010.BF1, KT427710.BR.2010.BF1,
KT427705.BR.2010.BF1, JN235956.UR.2001.BF, HMO026455.BR.2007.BF1,
AY771591.BR.1999.BF, AY455784.BR.1994 BF, AY455783.BR.1999.BF,
AY455782.BR.1999.BF1, AY455781.BR.1994.BF1, AF408626.AR.1999.BF,
AF005495.BR.1993.BF1, AB480301.JP.2004.BF1, AB480300.JP.2004.BF1,

AB480299.JP.2004.BF1 e AB480298.JP.2004.BF1, totalizando 28 (11%; 28/252) sequéncias
com recombinacdo BF nesta regido.

Outra regido na qual ocorre recombinacdo com frequéncia entre os subtipos B e F
também foi identificada. Esta regido € localizada no gene acessdrio vif, mais especificamente
na regido 5360 - 5390 em relacdo a cepa de referéncia HXB2. A CRF70 (n= 4) e a CRF71
(n=12) apresentam recombinacdo nesta regido. Além destas, outras 19 sequéncias
classificadas como URFs_BF, totalizando 35 (13,9%; 35/252) sequéncias que apresentam
ponto de recombinacdo nesta regido: KJ849772.BR.2010.BF1, KT427758.BR.2010.BF1,
AY771590.BR.2002.BF, KT427809.BR.2010.BF1, AY771592.BR.1999.BF,
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KJ849757.BR.2010.BF1, GUS595162 .IT.2001.BF1, GU595161.1T.2002.BF1,
DQ358799.BR.2001.BF1, AY771589.BR.1999.BF1, DQ358811.BR.2002.BF1,
GU595148.1T.2002.BF1, GU595156.1T.2001.BF1, KT427871.BR.2010.BF1,
KJ849797.BR.2010.BF1, AY771588.BR.1999.BF1, KT427672.BR.2010.BF1,

KT276259.ES.2014.BF1 e IN692456.BR.2004.BF1.
Portanto, foram identificados dois hotspots, um na regido 5360 — 5390 do gene vif e

outro em torno da posi¢do 9356 do gene nef.

5.4 Assinatura de nucleotideos

A busca por assinaturas nucleotidicas utilizando o programa Geneious retornou um
total de 3628 polimorfismos em todo o alinhamento. Dentre estes, foram avaliados assinaturas
nucleotidicas conservadas em todas as sequéncias de cada CRF e, posteriormente, as
assinaturas nucleotidicas conservadas exclusivas de cada CRF. As assinaturas nucleotidicas
conservadas descritas a seguir sdo exclusivas da respectiva CRF.

Foram identificados um total de 1391 posicdes com assinaturas nucleotidicas
conservadas nas CRFs BF. Destas, 9 posicdes contendo assinaturas nucleotidicas conservadas
em 7 CRFs_BF, 27 posi¢coes em 6 CRFs_BF, 83 posicoes em 5 CRFs_BF, 127 em 4
CRFs_BF, 187 em 3 CRFs_BF, 285 em 2 CRFs_BF e 673 posicoes com assinaturas
nucleotidicas conservadas em apenas uma CRF, ou seja, s@o assinaturas nucleotidicas
exclusivas da respectiva CRF. A CRF12 possui 10 assinaturas nucleotidicas conservadas
exclusivas, a CRF17 possui 4, a CRF28 possui 27, a CRF29 possui 11, a CRF38 possui 15, a
CRF39 possui 81, a CRF40 possui 74, a CRF42 possui 99, a CRF44 possui 129, a CRF46
possui 17, a CRF47 possui 177, a CRF70 possui 13, a CRF71 possui 3 e a CRF72 13. Estas
assinaturas nucleotidicas conservadas exclusivas estdo descritas no Apéndice D, identificadas
com a CRF na qual foram identificadas, o nimero de sequéncias em cada CRF, o nimero de
posicdes exclusivas conservadas encontradas na CRF, as posi¢cdes nucleotidicas em relacdo a
HXB2 e a respectiva base conservada.

A Figura 17 exemplifica a andlise de assinaturas nucleotidicas. Pode-se observar nesta
imagem as sequéncias da CRF38, CRF39, CRF40 e CRF47. Na posicdo 5241 todas
sequéncias da CRF40 tem adeninas conservadas que foram identificadas como assinaturas
nucleotidicas. Neste caso a posi¢do e a base conservada foram anotadas. Nesta mesma posicao
pode-se observar que duas das trés sequéncias da CRF39 também possuem uma adenina

conservada identificada como assinatura nucleotidica. No entanto, como o critério de analise
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foi a presenca da assinatura nucleotidica conservada em todas as sequéncias da CRF esta
posicdo ndo foi considerada para a CRF39. Ja na posicdo 5223 houve a identificacdo de
assinaturas nucleotidicas conservadas, citosinas mais especificamente, tanto na CRF38 quanto
na CRF47. Nesta mesma posicdo pode-se observar ainda que a CRF40 tem timinas
conservadas (coincidindo com a base consenso nesta posi¢do) que ndo foram identificadas
como assinaturas nucleotidicas. A posi¢do 5256 mostra que as sequéncias da CRF38 tem G
conservados que foram identificados como assinatura nucleotidica. Especificamente nesta
imagem analisada, esta posicdo 5256G seria classificada com uma assinatura nucleotidica
conservada exclusiva da CRF38, assim como a posi¢ao 5241A para a CRF40 e a posi¢do

5245A para a CRF47.

Figura 17 — Anélise de assinaturas nucleotidicas.
5 .'-"_:lll = l_'l'.'." 5 25'.':' 5 lE-'L"

LF213781.UR.2004,38
LF213782.UR.2004,38

LF213783.UR.2003.38

43, |M235962,UR,1999,38

Consensus —__GGG_G-G-GG_
ldentity J
39, {j213780.UR.2005.38 TTCAGAATTGGGTGRCARCATAGCAGBATAGGCATTANT

TTCAGAAT TGOGTGECANCATAGCAGEATAGGCATTAET
TTCAGAGTTGOGTGERCAGCATAGCAGRBATAGGCATTATT
TTCAGAATTGGGTGECARNCAT AGCAGEATAGGCATTIEET
TTCAGAATTGGGTGERCANCATAGCAGGATAGGCATTATT

44, EU735534,BR.2003.39 TTCAGAATTGGGTCGERCBACATAGCAGAATAGGCATTANT
A5, ELI735535.BR.2004,.30 TTCAGAATTGORTGTCAACATAGCAGAATAGGHATTART
46, EUY/35536.BR.2003.39 TTCAGAATTGGERTGTCAACAT AGCAGAATAGGCATTANET
47, EU735537.BR.2005.40 TTCAGAAT TGGERTGTCARCATAGCAGAATAGGCATTATT
AR ELIT35538.BR.2004.40 TTCAGAATTGORTGTCABCATAGCAGAATAGGCATTATG
A0, ELI735530, BR.2005.40 TTCAGAATTCGRTGTCARCATAGCAGAATAGGCATTATT
50. EU735540,BR.2004.40 TTCAGAAT TGGERTGTCARCATAGCAGAATAGGCATTATT
51, KC4A73839.E5.2008.47 TTCAGAATTGGGTCEEANCATAGCAGAATAGGCATTATT
52, KCATIBAD.ES.2008.47 TTCAGAATTGOGTCERANCAT AGCAGAATAGGCATTATT
23, A670529.E5.2008.47 TTCAGAATTOOGTGEERANCATAGCAGAATAGGCATTATT
54, GQ372087.ES.2008.47 TTCAGAAT TGOGTCEEANCATAGCABAATAGGCATTATT
325, K|849798.BR.2010.47 TTCAGAATTGAGTCERANCATAGCAGAATAGGCATTATT

Fonte: Dados coletados pela autora. Captura de tela da analise de assinatura molecular realizada no Genious.

Posicdo 5230-5268 do alinhamento.

Apesar da grande diversidade de padrdes de recombinagdo entre os subtipos B e F
identificados neste estudo, muitos destes padrdoes oriundos de eventos distintos de
recombinacdo, sdo extremamente semelhantes e dificeis de serem diferenciados pela anélise
filogenética. Sendo assim, a identificacdo de assinaturas nucleotidicas conservadas
identificadas neste estudo nas diferentes CRFs poderd auxiliar na classificacdo de cepas
recombinantes de BF HIV-1 que apresentam padrdes repetitivos, bem como, na confirmagao

de pontos de recombinacao.
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5.5 Analise de resisténcia aos antirretrovirais

Nestas andlises foi observado uma maior susceptibilidade das sequéncias estudadas
aos PIs DRV (97%) e TPV (94%), ao NRTI TDF (89%), aos NNRTIs ETR e RPV e ao INI
DTG (97%) (Grafico 3). J4 os menores indices de susceptibilidade observados para cada
classe foram: 88% para PIs (ATV e SQV), 83% para NRTIs (DDI) e NNRTIs (NVP) e 85%
para INIs (EVQG).

Quanto a presenca de mutacdes, um total de 43,7% (110/252) das sequéncias
analisadas apresentaram alguma mutacdo que confere resisténcia a pelo menos uma das

classes de ARVs analisadas, independentemente do nivel de resisténcia conferido.

Griafico 3 — Porcentagem de susceptibilidade encontrada para as diferentes classes de ARVs estudados.
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Fonte: Dados coletados pela autora.

Destas 110 sequéncias que apresentaram mutacdes, 64 (25,4%; 64/252) apresentaram
mutacdes que conferem resisténcia a apenas uma classe de drogas independentemente do
nivel de resisténcia: 27 aos INIs (10,7%; 27/252), 20 aos NNRTIs (7,9%; 20/252), 10 aos PIs
(4%; 10/252) e 7 aos NRTIs (2,8%; 7/252). Outras 31 sequéncias (12,3%; 31/110)
apresentaram mutacdes a duas classes de ARVs, sendo a combinagdo NRTIs+NNRTIs a mais
frequente (4,8%; 12/252), seguida pela combinag¢do PIs+NRTIs (3,6%; 9/252), PIs+NNRTIs
(2,4%; 6/252), NRTIs+INIs com 0,8% (2/252) e PIs+INIs ou NNRTIs+INIs com 0,4% cada

(1/252), como mostrado no Grafico 4.
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Grafico 4 — Resisténcia a duas classes de ARVs. A porcentagem indica a frequéncia de sequéncias que
apresentaram mutagdes que conferem algum nivel de resisténcia a duas classes combinadas.
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Fonte: Dados coletados pela autora.
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J4 4,8% (12/252) apresentaram mutacoes a trés classes de ARVs e 1,2% (3/252) as
quatro classes analisadas. Encontrar mutacdes em quatro classes diferentes de drogas € algo
incomum. As referidas sequéncias que as possuem sdao: GU595148.1T.2002.BF1, paciente do
sexo masculino, bissexual, diagnosticado em 1990; HM026459.BR.2007.46, paciente do sexo
feminino, 38 anos no momento da coleta, contagem de CD4 de 208 células/mm? e carga viral
de 49240 copias/mL; e IN251904.PR.2003.BF, paciente do sexo masculino, com 39 anos no

momento da coleta.

5.5.1 Resisténcia aos Pls

Das 252 sequéncias 15,08% (38/252) apresentaram mutagdes na regido da protease
que conferem algum grau de resisténcia aos PlIs. Nestas sequéncias foram encontradas um
total de 27 diferentes mutacdes, sendo 14 delas classificadas como muta¢des principais (5,6%;
14/252) e 13 (5,2%; 13/252) como mutagdes acessorias (Tabela 2).

As mutacdes principais mais frequentes na regido da protease foram L90M, D30N,
V82A, I54V e M46l. A mutacdo L90OM ¢€ selecionada principalmente pelo SQV, NFV, IDV e
LPV enquanto a D30N € uma muta¢do nao polimérfica selecionada pelo NFV levando a um
alto nivel de resisténcia a este firmaco. A mutacdo V82A, encontrada em oito sequéncias, €
selecionada principalmente pelo IDV e LPV reduzindo a susceptibilidade aos mesmos, além
de desencadear uma resisténcia cruzada ao ATV e NFV. J4 a mutacdo 154V ¢é selecionada

principalmente pelo IDV e LPV, porém reduz a susceptibilidade a todos os PIs exceto DRV.
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M46l ¢ uma mutacdo que aumenta a efici€ncia catalitica da protease e geralmente ¢é
encontrada em combina¢do com outras mutagdes principais (https://hivdb.stanford.edu/dr-

summary/resistance-notes/Pl/).

Tabela 2 — Mutacdes encontradas na regido da protease que conferem algum nivel de resisténcia ao Pls.

MUTACOES NA PROTEASE
Principais Acessdrias

Substituicao N % Substitui¢ao N %
L90M 11 4,4% K20T 9 3,6%
D30N 9 3,6% N88D 9 3,6%
V82A 8 3.2% L33F 4 1,6%
154V 7 2,8% L10F 3 1,2%
M461 6 2,4% F53L 3 1,2%
184V 3 1,2% G48R 2 0,8%
L76V 3 1,2% K43T 2 0,8%
M46MI 3 1,2% G48E 1 0,4%
M46L 2 0,8% G48GE 1 0,4%
I50L 1 0,4% G48GR 1 0,4%
QS58E 1 0,4% G73S 1 0,4%
V82F 1 0,4% L.241 1 0,4%
V82IT 1 0,4% QS58E 1 0,4%
D30DN 1 0,4%

Fonte: Dados coletados pela autora.

As mutacdes acessoOrias mais frequentes foram a K20T e N88D. Estas mutacdes estio
associadas a diferentes niveis de resisténcia as drogas da classe dos inibidores de protease. A
mutacdo K20T é uma mutacdo associada a uma susceptibilidade reduzida aos PIs, exceto ao
DRV e TPV. Ja a mutacdo N88D ¢ selecionada pelo NFV e € usualmente encontrada com a
mutacdo D30N, atuando aparentemente como uma mutacdio compensatdria
(https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/Pl/).

No Grafico 5 pode-se observar os niveis de resisténcia para cada droga inibidora da
protease. Os indices de resisténcia mais elevados foram encontrados para o ATV (11,9%;
30/252) e SQV (11,5%; 29/252). No entanto, considerando apenas as mutagdes que conferem
niveis de resisténcia intermediario ou alto (mais clinicamente significativas) o indice mais alto

de resisténcia passa a ser atribuido ao IDV (7,1%; 18/252) seguido pelo SQV (6,3%; 16/252).
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Griafico 5 — Niveis de resisténcia encontrados para os diferentes farmacos inibidores da protease.
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Fonte. Dados coletados pela autora.

5.5.2 Resisténcia aos NRTIs e NNRTIs

Um total de 72 sequéncias (29,4%; 72/252) apresentou alguma mutac¢do na regido da
transcriptase reversa (Tabela 3). Mutagdes que conferem algum nivel de resisténcia aos
NRTIs foram identificadas em 17,5% (44/252) das sequéncias, sendo as mutacdes M41L,
T215Y, D67N, M184V, K70R e L210W as mais frequentes. M41L usualmente ocorre com a
mutacdo T215Y e juntas conferem alto nivel de resisténcia ao AZT e DA4T e nivel de
resisténcia baixo ou intermediario ao ABC, DDI e TDF. A mutagdo M184V é uma mutagio
associada a uma replicacdo viral reduzida tanto in vitro quanto in vivo. Esta mutacdo é
selecionada pelos farmacos 3TC e FTC e reduz a susceptibilidade a estas drogas em mais de
100 vezes, entretanto, esta associada a um aumento da susceptibilidade ao AZT, D4T e TDF.
K70R confere nivel de resisténcia intermediario ao AZT e baixo nivel de resisténcia aos D4T
e TDF. J4 a mutacdo L210W usualmente é encontrada em combinacdo com as mutacodes
M41L e T215Y e juntas conferem alto nivel de resisténcia ao AZT e DA4T
(https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/NRTT/).

As mutagdes para a classe dos NNRTIs foram identificadas em 52 (20,63%; 52/252)
sequéncias e as mais frequentes foram K103N, E138A, G190A e V108I. A mutacdo K103N ¢é
selecionada pelos farmacos NVP e EFV reduzindo a susceptibilidade destes farmacos em
torno de 50 e 20 vezes, respectivamente. E138A € uma mutacdo fracamente selecionada pelos

farmacos ETR e RPV. J4 a mutacdo G190A € selecionada pelo NVP e EFV, enquanto a



56

mutacdo V1081 € selecionada in vitro pelo NVP e EFV e em pacientes tratados com NVP,
EFV e ETR (https://hivdb.stanford.edu/dr-summary/resistance-notes/NNRTI/).

Observa-se que os niveis de resisténcia mais elevados para a classe dos NRTIs
(Grafico 6) foram encontrados para as drogas AZT, D4T, FTC e 3TC, com 8,7% (22/252,
cada) das sequéncias apresentando mutagdes que conferem alto nivel de resisténcia as
referidas drogas. Destes farmacos, o TDF e 3TC sdo utilizados como medicamentos de
primeira linha no tratamento no Brasil porém os niveis de resisténcia pra estes farmacos nas
sequéncias avaliadas ainda sdo considerados baixos sugerindo que eles tendem a ser efetivos

em individuos infectados com o subtipo BF (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Tabela 3 — Mutacdes encontradas na regido da transcriptase reversa (RT) que conferem algum nivel de
resisténcia aos NRTIs ou NNRTIs.

MUTACOES NA RT
NRTI NNRTI

Substituicio N % Substituicao N %
M41L 20 7,9% K103N 14 5,6%
T215Y 20 7,9% E138A 8 3,2%
D67N 17 6,7% G190A 6 2,4%
M184V 17 6,7% V108I 6 2,4%
K70R 13 5.2% N348I 5 2,0%
L210W 12 4,8% Y181C 5 2,0%
K219Q 7 2,8% A98G 3 1,2%
T215F 7 2,8% H221Y 3 1,2%
E44D 6 2,4% K238T 3 1,2%
L74V 3 1,2% M2301 3 1,2%
M1841 3 1,2% V179D 3 1,2%
D67G 2 0,8% E138K 2 0,8%
E40F 2 0,8% K103S 2 0,8%
E44A 2 0,8% L1001 2 0,8%
K219E 2 0,8% V106A 2 0,8%
L741 2 0,8% E138EK 1 0,4%
T69D 2 0,8% F227L 1 0,4%
V75M 2 0,8% G190GA 1 0,4%
F77L 1 0,4% G190GEKR 1 0,4%
K219R 1 0,4% G190R 1 0,4%
K70%* 1 0,4% K101E 1 0,4%
M184MI 1 0,4% K101PQ 1 0,4%
M184MV 1 0,4% K103KE 1 0,4%
T215D 1 0,4% K103KI 1 0,4%
T215E 1 0,4% K103KN 1 0,4%
T215S 1 0,4% P236L 1 0,4%
T215TNSY 1 0,4% V179E 1 0,4%
V75A 1 0,4% V179T 1 0,4%
V75T 1 0,4%

Fonte: Dados coletados pela autora. *: Dele¢ao
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Griafico 6 — Niveis de resisténcia encontrados para os diferentes farmacos da classe dos NRTIs.

8,7% 8,7% 8,7% 8,7%
6,7%
6,3% 6,3%
4,8%
4,4%
3,6%
3,2% 3,2% 3,2%
2,8%
2,4%
2,0% 2,0%
1,6%| 1,6%
1,2%|
0,8%
0,4%) 0,4%)

Abacavir Zidovudina Estavudina Didanosina Emtricitabina Lamivudina Tenofovir
(ABC) (AZT) (D4T) (DDI) (FTC) (3TC) (TDF)
15,48% 13,89% 14,29% 17,06% 13,10% 13,49% 11,11%

Potencial M Baixo M Intermediario M Alto

Fonte: Dados coletados pela autora.

O Grafico 7 mostra os niveis de resisténcia encontrados para a classe dos NNRTIs.

Observa-se que 11,5% (29/252) das sequéncias apresentaram alto nivel de resisténcia ao NVP

e 7,5% (19/252) ao EFV. Este tdltimo, juntamente com o TDF e o 3TC compdem o tratamento

de primeira linha aqui no Brasil.

Grifico 7 — Niveis de resisténcia encontrados para os diferentes fairmacos da classe dos NNRTIs.
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5.5.3 Resisténcia aos INIs

Os INIs sao considerados drogas fundamentais para os esquemas de resgate,
principalmente no tratamento de terceira linha, apds falha das trés classes PIs, NRTIs e
NNRTIs, comumente utilizadas. Das sequéncias estudadas, 15,9% (40/252) apresentaram
mutacdes na regido da integrase. Das mutacdes encontradas nesta regido, apenas 10 (4%;
10/252) sdo mutagdes principais e as demais sdo classificadas como mutacgdes acessorias 41
(16,3%; 41/252) (Tabela 4). Destas, as mutacdes mais frequentes, G163R/K, ja foram
descritas como mutacdes com alta prevaléncia em recombinantes BF (DELICADO;

TORRECILLA; HOLGUIN, 2016).

Tabela 4 — Mutacdes encontradas na regido da integrase que conferem algum nivel de resisténcia ao INIs.

MUTACOES NA INTEGRASE

Principais Acessorias
Substituicao N % Substitui¢ao N %
E138EK 2 0,8% G163R 19 7,5%
E92K 2 0,8% G163K 11 4,4%
E138K 1 0,4% R263RK 2 0,8%
N155D 1 0,4% G140%* 1 0,4%
N155* 1 0,4% G140R 1 0,4%
P145PS 1 0,4% G163EK 1 0,4%
T66TP 1 0,4% G163KR 1 0,4%
Y143YH 1 0,4% S153SF 1 0,4%
S153Y 1 0,4%
TI7A 1 0,4%
T97TA 1 0,4%
A128T 1 0,4%
Fonte: Dados coletados pela autora. *: Delecdo.
Grifico 8 - Niveis de resisténcia encontrados para os diferentes fiarmacos da classe dos INIs.
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Fonte: Dados coletados pela autora.
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Portanto, como ja seria esperado, em virtude da maioria das mutagdes terem sido
identificadas como acessOrias, pode-se observar que estas mutacOes conferem, em sua
maioria, uma resisténcia potencial ao EVG e ao RAL (11,51% cada; 29/252) (Grafico 8). O
elevado indice de sequéncias com mutagcdes com nivel de resisténcia potencial pode ser
explicado exatamente pelo fato de a maioria das mutacOes encontradas serem mutagdes
acessorias.

A escolha da classe e de qual farmaco da classe sera utilizado no tratamento, bem
como a combinacao entre eles varia de acordo com as estratégias de satde de cada pais. Além
disso as informacdes sobre o estado sintomético e tratamento dos pacientes dos quais estas
sequéncias foram oriundas foram escassos. Apenas 8% (21/252) das sequéncias possuiam
informacdo sobre a utilizagdo ou nao de tratamento ARV e destes 21 apenas 8 pacientes
(3,2%; 8/252) estavam em tratamento. As informacdes disponiveis sobre o tratamento destes
oito pacientes referiam-se apenas as classes de drogas utilizadas no tratamento.

Em virtude desses fatores ha uma limitacdo nas associacdes realizadas nas analises de
resisténcia aos ARVs. No entanto, embora estes dados nao sejam representativos de uma
populacdo especifica, os dados deste trabalho apresentam grande relevancia uma vez que

podem ser tteis no manejo clinico.

5.6 Predicao do coreceptor de entrada viral

A alca V3 tem um importante papel nas interagcdes com o receptor € o coreceptor que
determinam o tropismo e a entrada viral. A predicdo do uso do coreceptor indicou que,
provavelmente, 67,5% (170/252) das sequéncias foram provenientes de virus que sdo capazes
de utilizar o CCRS5 como coreceptor no processo da entrada viral enquanto 32,5% (82/252)
sao classificados como X4 ou duplo trépicos (R5/X4) (Grafico 9). Neste grafico, pode-se
observar a prevaléncia da utilizagdo de cada coreceptor de acordo com a classificagdo das
sequéncias.

Virus capazes de utilizar o coreceptor CCRS5 sdo mais comuns em infec¢des iniciais e
tem uma maior taxa de transmissdo do que virus X4 enquanto os virus X4 ou R5/X4 estdao
associados com uma rapida progressao da doenca (CUEVAS et al., 2010). No entanto, ndo foi
possivel aprofundar esta comparag@o no presente estudo pois ndo hi dados clinicos suficientes
dos pacientes dos quais as sequéncias foram coletadas.

Pode-se observar no grafico acima que as sequéncias da CRF39 foram todas

classificadas com R5X4/X4 enquanto as sequéncias da CRF42 e a CRF44 foram classificadas
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como RS5. A anilise estatistica destes dados mostra que hé diferenca estatistica quanto o uso
do coreceptor utilizado na CRF42 (p = 0.0003), CRF29 (p = 0.0054) e na CRF39 (p =
0.0336), mostrando que as sequéncias destas CRFs possuem uma preferéncia no uso do
coreceptor CCRS5 no processo da entrada viral, como ja observado para as 252 sequéncias no

total.

Grifico 9 — Prevaléncia da predigdo de virus RS ou R5X4/X4 de acordo com a classificagio.
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Fonte: Dados coletados pela autora. O nimero apds a classificacdo da sequéncia indica o N total e os nimeros
acima das barras indicam N de cada predi¢ao.

Todos os subtipos podem usar ambos coreceptores porém tem sido demonstrado que
virus do subtipo D s@o em sua maioria duplo trépicos e que os subtipos C e G tem uma taxa
menor de virus X4 do que o subtipo B. Sabe-se também que os virus que utilizam o
coreceptor CXCRS sdo mais transmissiveis o que poderia indicar uma vantagem aos
recombinantes BF uma vez que que a maioria destas sequéncias analisadas foram
classificadas como RS (67,5%) (CUEVAS et al., 2010). Além disso, considerando que 67,5%
das sequéncias analisadas foram preditas como provenientes de virus que utilizam
exclusivamente o coreceptor CCRS, pode-se avaliar que provavelmente a grande maioria dos
pacientes infectados com recombinantes BF responderiam ao Maraviroc, droga inibidora do

coreceptor CCRS.
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Na analise do loop da al¢a V3 foram encontrados 23 diferentes motivos estruturais do
tetrapeptideo da alga V3, sendo que em 3 sequéncias (1,2%; 3/252) ndo foi possivel
identifica-los por causa de bases degeneradas na sequéncia (Grafico 10). Todos motivos

estruturais encontrados ja foram descritos na literatura.

Grifico 10 — Frequéncia de cada motivo estrutural do tetrapeptideo da alga V3 da proteina gp120 encontrado nas
sequéncias estudadas.
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A grande variedade de motivos estruturais mostra a complexidade e variabilidade
nesta regido. Dentre os tetrapeptideos mais frequentes (GPGR 50%; GPGQ 20,2%; APGR
6,7%; GPGK 5,2%; GWGR 4,4%; e GPGG 2%), a maioria estd relacionado com o uso
preferencial do coreceptor CXCRS, como mostrado no Grafico 11.

E importante salientar que o motivo GWGR ¢é conhecido como um dominio
caracteristico do subtipo B brasileiros. Neste estudo, o mesmo foi encontrado em 10
sequéncias (2 CRF28, 2 CRF29 e em 6 URFs_BF). As CRFs 28 e 29 foram identificadas no
Brasil e parecem terem sido originadas de ancestrais brasileiros. As URFs nas quais este
motivo foi encontrado possuem a regido V3 pertencente ao subtipo B e sdo quatro sequéncias
do Brasil (AY771590.BR.2002.BF, JN692448.BR.2003.BF1, KT427758.BR.2010.BF1,
KT427828.BR.2010.BF1) e duas sequéncias da Argentina: AF408628.AR.1999.BF e
AY037267.AR.2000.BF, como ja descrito anteriormente (VILLANOVA, 2010).
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Grafico 11 - Frequéncia do uso de coreceptor predito de acordo com o motivo estrutural encontrado na alca V3
da proteina gp120.
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Fonte: Dados coletados pela autora.
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A andlise do subtipo da regido da alca V3 mostrou que o subtipo F
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predominantemente encontrado nesta regido (57,5%; 146/252) enquanto o subtipo B
encontrado em 39,7% (100/252) das sequéncias. Das sequéncias com subtipo F na alga V3,
74% (108/146) foram classificadas como RS enquanto 60% (58/100) das classificadas como

subtipo B na referida regido foram classificadas como RS.

Grafico 12 - Classificacdo das sequéncias com os motivos mais frequentes na alca V3 de acordo como subtipo

desta regido e o coreceptor predito.
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Pode-se observar no Grafico 12 que as sequéncias que possuem o motivo GPGR,
independementemente da predicio do coreceptor de entrada viral, possuem nimero de
sequéncia equivalentes do subtipo B e F na alca V3. No entanto, as sequéncias com os
motivos GPGQ e APGR utilizam predominantemente o corepeptor CXCRS5 e as alcas V3
destas sequéncias sd@o majoriatariamente do subtipo F, (17,9%; 45/252 — GPGQ, RS, FY3) e
(6%; 15/252 — APGR, RS, F¥?3).

O motivo GWGR foi anteriormente associado a utiliza¢do exclusiva do receptor CCR5
(LEAL et al., 2008b). Porém, outros trabalhos ja relataram que virus com este motivo
estrutural na alca V3 podem utilizar o receptor CXCR4 (X4 ou R5X4) a uma taxa de
aproximadamente 25% (FERRARO et al., 2001; VILLANOVA, 2010; SANABANI et al,,
2011). No entanto, como pode ser observado no grafico 11, cerca de 40% das sequéncias que
apresentam o motivo estrutural GWGR na al¢ga V3 foram preditas como R5/X4 evidenciando
que nas sequéncias BF analisadas ndo h4 uma relacdo direta entre a presenca deste motivo e a

utilizacdo exclusiva ou preferencial do coreceptor CXCRS.

5.7 Reclassificacao de sequéncias

Durante o desenvolvimento deste estudo foi identificada a necessidade de
reclassificacdo de algumas sequéncias e a revisao da classificagao nos bancos de dados. Estas
observacoes estio listadas brevemente abaixo e sugere-se a correcdo das mesmas.

A sequéncia KT427774 esta classificada como F1 em LA porém sugere-se a corre¢io
para BF. Ja a sequéncia KJ849791 foi reclassificada com BF1 por Péssoa porém continua
classificada como F1 em LA (PESSOA et al., 2015). As sequéncias DQ358802.BR.2001.46 e
DQ358801.BR.2001.46, anteriormente classificadas como F1, foram reclassificadas como
CRF46 em 2010 (SANABANTI et al., 2010) porém continuam identificadas como subtipo F1
no NCBL

Sugere-se também a reclassificacdo das sequéncias AY455781.BR.1994.BF1,
HM026455.BR.2007.BF1, AY455782.BR.1999.BF1, KT427779.BR.2010.BF1,
KT427774.BR.2010.BF1 AB480298.JP.2004.BF1, AB480299.JP.2004.BF1,
AB480300.JP.2004.BF1 e AB480301.JP.2004.BF1 para CRF46, como ja apontado por
Sanabani para algumas destas sequéncias (SANABANI et al., 2010).

Estas sugestdes de reclassificagdo serdo encaminhadas para LA e o NCBI.
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5.8 Consideracoes finais

A diversidade de padrdes de recombinacdo em cepas de HIV-1 encontrados nesse
estudo, retrata a complexidade da epidemia de HIV no Brasil e mostra que os eventos de
recombinacdo estdo ocorrendo com frequéncia e que estes recombinantes apresentam um
importante papel na epidemia do pais. Segundo Sierra e colaboradores, a alta prevaléncia de
formas recombinantes deriva de dois mecanismos. O primeiro seria a partir da expansao das
CRFs para propor¢des epidémicas e a segundo mecanismo seria a continua geracao de formas
recombinantes Unicas entre diferentes variantes, tanto entre subtipos quanto entre as formas
recombinantes (SIERRA et al., 2005a).

Diversos fatores podem contribuir para a alta diversidade de recombinantes
encontrados como, por exemplo, a origem destes recombinantes desde o inicio da epidemia do
HIV. Estima-se que a origem dos recombinantes BF no Brasil ocorreu entre 1984 e 1991
(LEAL et al., 2008a; MICHAEL M. THOMSON et al., 2002). Como estes recombinantes
estdio em circulacdo ha um longo periodo de tempo, hda um aumento na chance de
recombinacdo, especialmente no Brasil, onde tanto o subtipo B (desde 1983) quanto o F
(desde 1989) também ji cocirculam ha bastante tempo e, portanto, hA um aumento da
probabilidade de recombinacdes de segunda geracdo ocorrerem. Como observado neste
trabalho, os recombinantes BF tem crescido tanto em CRFs, com o maior nimero de CRFs
identificadas, quanto em ndmero e diversidade de URFs. Portanto pode-se atribuir a alta
prevaléncia de recombinantes BF aos dois mecanismos citados.

Como ja discutido por alguns autores, o aumento da prevaléncia de recombinantes BF
tende a levar ao desaparecimento do seu parental F, que ja é normalmente encontrado em
baixa frequéncia (SANABANI et al., 2006). Uma observagao secundaria a esta é que ha,
provavelmente, uma alta taxa de coinfec¢do entre os subtipos B e F uma vez que hid uma
grande variedade de URFs_BF e que, para os eventos de recombinacdo acontecerem, €
necessario que o individuo esteja coinfectado.

A grande diversidade de perfis de recombinacdo encontrados entre os subtipos B e F
aumenta a probabilidade destes recombinantes adquirirem novas propriedades biolégicas que
confiram vantagens adaptativas em relacdo aos subtipos parentais, uma vez que que cepas
mais adaptadas podem surgir a partir do processo de recombinagdo. E, deve-se ainda
considerar, que o nimero de recombinantes BF identificados pode estar subestimado em
funcdo da classificagdo de sequéncias parciais serem baseadas apenas em sequenciamento

parcial fragmentos pequenos do genoma.
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Apesar de oito CRFs_BF terem sido caracterizadas no Brasil, elas ndo representam a
maioria das sequéncias encontradas. Ao contrario, hd um aumento no nimero e diversidade de
URFs identificados (DE SA FILHO et al., 2007; SANABANI et al., 2010; PESSOA et al.,
2014a; PESSOA et al., 2014b). Este aumento na diversidade genética viral tem repercussoes
potenciais no desenvolvimento de vacinas e incertezas sobre a resposta terapéutica, por
exemplo. Este estudo contribui na descricao da diversidade genética de formas recombinantes
BF e portanto podera ser utilizado como fonte de embasamento para o desenvolvimento de
vacinas para regioes onde os subtipos B e F cocirculam e/ou regides na qual o subtipo BF tem
um importante representacdo na epidemiologia local.

Portanto, evidencia-se a importancia de monitorar a epidemiologia molecular da
infec¢do pelo HIV para avaliar o impacto destes recombinantes na progressio e controle da

epidemia do HIV.
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6 CONCLUSOES

Foram encontradas 252 sequéncias de 13 paises diferentes que possuem, em sua
maioria, poucas informagdes disponiveis sobre os pacientes dos quais os isolados virais foram
coletados. As andlises filogenéticas, juntamente com o padrio de recombinacido destas
sequéncias e a correlagdo com dados ja disponiveis na literatura permitiu a identificacdo de
algumas sequéncias que devem ser reclassificadas e outras que devem ter a classificacdo
corrigida nos bancos de dados. Além disso, pode-se observar as relacdes entre as URFs entre
si e com as CRFs, das CRFs entre si e de ambos com seus parentais.

A grande diversidade dos padrdes de recombinagao, representada pelos 114 padrdes de
recombinacdo distintos observados, mostra que a recombinagdo entre os subtipos B e F é
frequente. Além disso, deve-se considerar ainda que a detec¢do de recombinantes BF pode
estar subestimada uma vez que é comum a subtipagem baseada apenas em um fragmento
genOmico. Pode-se observar também que a regido vif da maioria das sequéncias tem o subtipo
F puro, em contraste com as regides vpu, nef, rev, ltr, vpr e tat nas quais a maioria das
sequéncias conservam o subtipo B. J& as regides pol, gag e env da maioria das sequéncias
apresentam pontos de recombinag@o. Dentre as regides, pol foi a regido com o maior nimero
de sequéncia recombinantes enquanto em o menor nimero de sequéncias recombinantes
apresentou recombinacao na regido fat. Além disso, foram identificados dois hotspots entre as
sequéncias analisadas: um encontrado na regido entre as posi¢des 5360 — 5390 do gene
acessorio vif e outro em torno da posi¢ao 9356 da regido nef.

Foram encontradas assinaturas nucleotidicas conservadas exclusivas de cada
CRFs_BF que podem ser consideradas como um padrdo caracteristico de cada CRF
permitindo a comparagdo de sequéncias, principalmente para auxiliar na determinacdo de
pontos de recombinagdo em anélises futuras.

As mutacdes mais frequentes foram encontradas na regido da transcriptase reversa:
M41L (NRTIs) e KI100N (NNRTIs). Os recombinantes BF apresentam altas taxas de
susceptibilidade aos ARVs DRV, TDF, ETR, RPV e DTG. Ja as maiores taxas de resisténcia
foram associadas aos ARVs ATV, SQV, NVP, AZT, D4T, DDI e FTC. No entanto,
extrapolagdes a partir dos resultados observados ou até mesmo correlacdes destes resultados
nao foram feitos em funcdo da auséncia de dados clinico epidemiolégicos suficientes.

De modo geral ha uma preferéncia de uso do coreceptor CXCRS pelos recombinantes
BF. Entretanto, todas as sequéncias da CRF39 foram identificadas como R5X4/X4, enquanto

todas sequéncias da CRF42 foram classificadas com RS5. Foram identificados 23 diferentes
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motivos estruturais na laca V3 da proteina gp120, sendo os tetrapeptideos GPGR (49,4%),
GPGQ (20%), APGR (6,7%), GPGK (5,1%), GWGR (4,3%) e GPGG (2%) mais frequentes.
Destes, os motivos GPGQ e APGR sio preferencialmente R5 e contem o subtipo F na regido

da alga V3.
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APENDICE A - Tabela com nimeros de acesso no GeneBank das sequéncias utilizadas neste

estudo.

Numero de acesso do GeneBank

AB253430

AY037277

AY771593

DQ383755

EU581824

GU595150

JF804812

JX140661

KJ849777

KT427690

AB253431

AY037278

AY781128

EF637052

EU581825

GU595151

JF804813

KC113006

KJ849778

KT427698

AB480298 AY037279.2

DQ085867

EF637055

EU581826

GU595152

JF804814

KC113008

KJ849779

KT427705

AB480299

AY037280

DQ085868

EU170135

EU581827

GU595153

JN235952

KC473839

KJ849783

KT427710

AB480300

AY037281

DQ085869

EU170136

EU581828

GU595154

JN235953

KC473840

KJ849787

KT427722

AB480301

AY037283

DQ085870

EU170137

EU735534

GU595155

JN235954

KJ671533

KJ849791

KT427746

AF005495

AY455778

DQ085871

EU170138

EU735535

GU595156

JN235955

KJ671534

KJ849794

KT427758

AF332867

AY455779

DQ085872

EU170139

EU735536

GU595158

JN235956

KJ671535

KJ849797

KT427759

AF385934

AY455780

DQ085873

EU170140

EU735537

GU595159

JN235960

KJ671536

KJ849798

KT427774

AF385935

AY455781

DQ085874

EU170141

EU735538

GU595160

JN235962

KJ671537

KJ849800

KT427776

AF385936

AY455782

DQ085875

EU170142

EU735539

GU595161

JN235963

KJ849757

KJ849802

KT427779

AF408626

AY455783

DQ085876

EU170143

EU735540

GU595162

JN235964

KJ849758

KJ849809

KT427780

AF408627

AY455784

DQ358799

EU170144

FJ213780

HMO026455

JN251897

KJ849759

KJ849810

KT427782

AF408628

AY455785

DQ358800

EU170145

FJ213781

HM026456

JN251898

KJ849760

KJ849813

KT427789

AF408629

AY536233

DQ358801

EU170146

FJ213782

HM026457

JN251899

KJ849761

KJ849816

KT427793

AF408630

AY536234

DQ358802

EU170147

FJ213783

HM026458

JN251900

KJ849762

KJ849826

KT427795

AF408631

AY536235

DQ358803

EU170148

FJ358521

HM026459

JN251902

KJ849768

KT276259

KT427798

AF408632

AY536236

DQ358804

EU170149

FJ670529

HM026460

JN251903

KJ849769

KT276269

KT427801

AY037266

AY536237

DQ358806

EU170150

FJ853621

JF804805

JN251904

KJ849770

KT276271

KT427807

AY037267

AY536238

DQ358807

EU170151

FJ904244

JF804806

JN251905

KJ849771

KT427649

KT427809

AY037271

AY771588

DQ358811

EU170152

GQ372987

JF804807

JN692437

KJ849772

KT427650

KT427816

AY037272

AY771589

DQ358812

EU170153

GQ372989

JF804808

JNG692448

KJ849773

KT427651

KT427820

AY037273

AY771590

DQ383747

EU170154

GU207884

JF804809

JN692449

KJ849774

KT427652

KT427823

AY037275

AY771591

DQ383753

EU170155

GU595148

JF804810

JNB92456

KJ849775

KT427668

KT427825

AY037276

AY771592

DQ383754

EU581823

GU595149

JF804811

JX140660

KJ849776

KT427672

KT427828

KT427679

KT427871
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to. As CRFs

€ 0 momen

7z

a0 das CRFs_BF descritas at

A

APENDICE B - Padrdes de recombinag

sublinhadas foram descritas no Brasil.

£096—

mn«mlm
5906

pGog—
T —

Tei—
$89L—

tat

G8E9—

PEEG—

0TLe—

£4082—

96—
64—

[sor]

CRF12

1

env l

rev

[
fod | B

[ el ]

2462—

€261

2£8—

tat

[sure] (B sa

CRF17

rev

£896—

2462—

£26T—

268

tat

[s'ra] (I e

CRF28

rev

tat

£TL6—

09v2—

06—

o

[s1TR] |

CRF29

rev
env

mwmmlm

I

—

tat

8496—

9986—
6p9E—

0206—
9£82—

69—

GG

CRF38

env

[ D D [ |

tat

$9G9—

998e—

TE92—
86hz—

0PET—|

PE9—,

[srn] [N eag

CRF39

rev

£0G6—

tat

969E—

GE62—
G2iz—
0Lb2—

bpG—|

[sr] |

CRF40

rev

env
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9985 —
T592—
| agvz—
ez

OPET—|

m ‘ N

CRF42

B
[sra] [ G

CRF44

tat

064~

EEGIN

CRF46

env

0b98—

rev

tat

#68=

9086—

TI6p—

bEZh—
SEOb—

SpeZ—
8962—
86£2—
84671
TTLT—|

8127

086

CRF47

£-+8498—

0606—|
TT -+ 2888
==

tat
rev

96-+PGEG—

6T-+T29— E
=

9T -+ mnmmlm

T2-+TE6v—

9-+GT0b—

6T -+ £LLET—

0£6—|

[sR] e

CRF70

G-+G/83—|
20 -+ 2L98—

tat

ET-+2T6b—

€ =+ 210b—

ol TN [

e %-E

TEGE— E

rev

pol

CRF71

IE]

6€ -+ $998—

TThE—
ST -+ vmwml_
]

bE -+ 9928—

tat
rev

9T -+ £269—

[
[

0ET -+ 8TPb—

ZE-+Z6ET—

064!

[sure] (G

CRF72

pol




APENDICE C - Padrdes de recombinacio identificados no jpHMM.

AB253430.JP.ND.BF1
5LTR gag I -
l
[ e ]
N/A - B F1
AB253431.JP. ND BF1
I5'I:rR ] Igag | I I tat I [
.ll - [Eirr]
[ e ] [ ew ]
wa [ & F1
AB480298.JP.2004.BF1
7 2 & &
ED T Lt ] = 1
[ e - [3iR]
| pol | [ | env |
N/ re s
AB480299.JP.2004.BF1
7 g & &
DT vt ] = 1
[ - B
| pol | IK env |
N/ rn s
AB480300.JP.2004.BF1
T = % tat ‘SI:E? %
[sur] [ eas | vt ] | 1
[ o 1] [53R]
| pol | n | env |

n/A re s
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AB480301.JP.2004.BF1

2€96—

ST -+ mmmml-
=

tat

064!

[51TR] |

env

w

pol

o s

N/A

AF005495.BR.1993.BF1

GE96—

6 *mmmmu-
|

tat

G2 -+ 0466—

aan*nmvml@
Zh-+E£G0G—

LT -+ mom«lj
GZ-+60pT—| =

064—
PE9—,

w

v I o

AF332867.AR.1999.BF

£096—
606
E
c

G2-+£698— E
an+vomwl_”_
5
>
-
& e
T2 -+ G129—

$E66—

0

g

€2 -+ b0OLE—

0T-+2662—

064!

99p—|

[suR] |

- s

N/A

AF385934.UR.1999.12

6TL6—
DO N -

92 -+ pG98—
0T -+ 9v8—=m

tat
rev
env

12 -+ G129—
2066—

i

02-+00LE—

0T-+2662—

0T-+T56—|
omh|l

[51TR|

6TL6—

22-+4898—
0T -+ 9Lb8—=m
5
>
-
s o
T2 -+ GT29—

0

8865—

g

T8 -+ 2eiE—

862 -+ Z22{2—

GZ-+9£6—
oyl |

L

AF385935.UR.1999.12

[51TR|

F1

N/A
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AF385936.AR.1999.12

6TL6—

60b6:

o

H
6
-

22-+9p98—
OT -+ E2bB—
g
>
-
s e
T2 -+ GT29— E -

2066—

22 -+ GoLe—
22-+G662—
o
©
o
0T-+7G6—|
oyl
5
o
-1

we [ &

AF408626.AR.1999.BF

6266—

€2 -+ Lb98—
TT-+G4p8—

tat

22-+9729—

PEEC—

E

92 -+ GZ6v—

G2 -+ 89GZ—

bE -+ 8GET—|

064—
£46—

5 LTR

T -+ mmmmlm m
]

rev

iz

v I o

AF408627.AR.1999.BF

TT -+ 86G8—
TT-+biv8—

61 -+ £729—
2066—

£2-+p0LE—

Y92 -+ 22{2—

064!
266

e m
E
o

tat
rev

=

[51T

env

- s

N/A

AF408628.AR.1999.BF

2066—
60b6
©
o=
0T-+5p68—

G8 -+ 9878—

tat

E865—

8 -+ ovwm.l-

8-+TLbZ—
o
©
>
0T-+756—]
ool
25—
]
i

rev

=
5

L

AF408629.AR.1997.12

8T -+ 9p98—
TT -+ bib8—

£096—
60b6:
E ﬂ
c
 — |

tat
rev

22 -+ 2129— ﬂ —
wes— [
bG -+ 8GLE—
0T-+2662—
o
®
>
ST -+ Gb6—|
ool |
bEb— m
in

F1

N/A
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AF408630.AR.1997.12

£096— o
£0v6 (=]
E :

=

87-+9898—
20T-+9958—
6-+5GP8——)
g
>
-
s e
6T -+ £129— E -
ses— [

GZ-+£0LE—

0T-+2662—

0T-+7G6—|
oyl

PEP—|

[51TR|

we [ &

AF408631.AR.1999.BF

T256—
E
o

L-+6p68—
9 -+ 1P~ .
5
>
-
s L
0Z -+ bT29—

2068—

0

@

6G-+0bLE—

9T -+ 09p2—

OT-+TG6—
ol

PHG—|

[51TR|

v I o

AF408632.AR.1997.BF

GZ -+ 6p98—
2€ -+ 96v8—

tat
rev

02 -+ L129—

L-+LE846—

mwioo.«mlm

LE-+86£2—

0E -+ 0E6—|
" oe -l
ver-| ]

£096—
606
E E
c
|

env

N/A

AY037266.AR.1998.BF

G2 -+ 6b98—
TT -+ bib8—

tat

b2-+8729—

PE-+69p5—|

=
>

8b -+ 9pOG—==

0T-+49p2—

£2 -+ pT02—|
05 -+ 6bLiT—|

92 -+ 926
96—

sl |

[sur] [E

rev

z

9096—
60b6:
E
o
-

N/A

F1

AY037267.AR.2000.BF

9096—
60b6:
E
c

GZ -+ 6b99—
0g-+gope—R

tat
rev

_H
B

@m

2068—

18 -+ 902p—
TT-+T662—
o
©
>
0T-+756—]
oyl |
o
]
in

N/A

F1
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AY037271.BO.1999.BF

9096—

G2 -+ 6p98—
22-+G8p8—,

9-+£LT79—

bE6C—

P2-+G0LE—

G2-+88p2—

64-+892T—|

99-+298—|

o
60b6 (=]
r
__

tat
rev

[51TR] |

env

e [ -

AY037272.UR.1999.BF

9096—
60b6—,
j &
PET -+ Nmaln Ly
L

T -+ mmvwl_lll_

env

tat
rev

9T-+0T29—

8-+Gp6EG—

@

9 -+ L2i€—
0T-+2662—
o
©
o
28 -+ 88—
5
o

N/A

L

AY037273.AR.1999.BF

9096—

movml-
==

£2-+6428—
ST-+p0T8—

-

<
85 -+ LpTL—*

T2 -+ G9G69—

bT -+ 06bZ—

(=]

©

(=]

m«imm««l_

964~

a4

|

in

(SR ]

rev

TET-+9G£8—

TIb6
H
e
Oym

SPT-+THES—

tat
re'

29 -+ 9629—

oses— [

ST -+ 60—
M 6 -+ SibZ—
- . —
=)
2 =)
(=)
- o
& S
h <
.h 0T-+156
N mmT“
” _
@ o
W 5
i = =

[ % |

F1

AY037276.AR.1999.BF

9096—

tat
rev

vulmmmml-

9T -+ T68p—

0E-+4282—

GT-+E6TT—|

9641

[sur] [ gag
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AY037277.AR.1999.BF

mmwml- -

92-+7698—

z1-+95c8— 000

tat
rev

& -+ g

bE6C—

ZT-+LTiE—

6 =+ €Lb2—

0T-+TG6—|
ol |

[51TR|

F1

69G6—

60b6:

:-

+ 0698—

mm +omvm|

6p-+4799—

6L-+E££29—

2068—

G2-+L26b—

9641

AY037278.AR.1999.BF

Lb2-+p0L2—

env

tat
rev

E

N/A

Ob-+E£GET—|

5 LTR

F1

AY037279.2.AR.1999.12

9096—
ZT6
E
c

82-+2698— E
0p-+£088——
g
>
-
= o
0z -+ £129— E —
s~ [

g

b2 -+ HOLE—

0T-+2662—

OT-+TG6—|
ol |

[51TR]

N/A

F1

AY037280.AR.1999.BF

T -+ 2658—
T-+6Lbe——y

9096— m
606
E
]

tat
rev

02-+8729—

8865—

i

"

bZ-+80LE—

TT-+0662—

96—

[51TR] |

N/A

AL

AY037281.AR.1999.17

9096—
ZTh6 4 7

b2 -+ 2698—

6T -+ 99b8———
2b-+2708—
g
5 8
£9 -+ TTb9— E
[E]
9-+£bBG— |D
[E

g

|
[ |

N/A

£2-+p0LE—

GL-+20p2—
o
]
o

6 -+ TG6—|

ol

o
=]
in

F1
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AY037283.AR.1999.BF

84G6—
60b6—,
o
2L-+0bT6—|
3

8 -+ Lip8—

tat
rev

65 -+ 9£29— E -
sesc— [

P2-+G0LE—

£T-+8962—

ST -+ Gb6—|
96—

[soe] [E

N/A

F1

m@mu- E
——

tat

£LT-+8086—

@

6E —+ 0Zi6—

62 -+ 2262—

T2-+6£2T—

08¢="

AY455778.BR.1999.29

| 5’LTR| - gag

rev

[

v I o

AY455779.BR.1994.BF

mmwmum

tat

o
_
0F -+ Z88T—|L 8

064!
PP o

5'LT

rev
env

pol

N/A

1€

o~
~
-

0z

AY455780.BR.1999.BF

mamu-
==

-+ p8Z8—

tat

-+ £2G9—

-+ p9GH—

-+ 08b2—

-+ Rm«l_

0641

o
22—
5

(SR ]
]

rev
env

pol

L

AY455781.BR.1994.BF1

o=
m

tat

06L——
PpG—

[51T

B

env

L
b 1 |

o s

N/A
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AY455782.BR.1999.BF1

6T -+ mmmmmm m

tat

rev
env

pol

o s

N/A

AY455783.BR.1999.BF

6T -+ mwmml-
==

tat

8L-+b6GG—T |
=
E

82-+bE6E—

02 -+ p68Z—

064—

L0b—|

|5uR] |

env

w

G L

N/A

AY455784.BR.1994.BF

6T+ mwmml-
|

tat

0Z -+ pL66—

OTT -+ 8826—

PE-+9LEE—
LET-+2862—

b2 -+ pLGZ—

9b -+ 9G8T—

0T-+b8TT—|

064!
PP o

5'LT

w

- s

N/A

LT -+ Lp88—|

tat

ST -+ p219—
£-+TE09—

8GT-+£69E—

82-+T1ETE—

LT -+ 86p2—

0641
TE6—|

AY455785.BR.1994.BF

gobe= m
:-aNxTE
3

[51TR] |

rev
env

pol

L

N/R

AY536233.CH.2001.BF

:

22-+6G98—
61-+99b8——m

tat

22-+9129—

PEEC—

g

08-+Gb8v—

PG-+2E62—

0T-+49p2—

€€ -+ 09E€T—

064!
TL6—

5 LTR

rev

Bz

env

F1

N/A
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AY536234.CH.2001.BF

0G6—

0b6
E
c

tat

T2 -+ GT29—

o

5

[}
0z-+6598— m
65-+92p3—0

rev
env

ses— [

PI-+ET6p—

0T-+49p2—

GZ-+6bET—|

064!
Ti6—|

5'LTR

N/ -B

AY536235.CH.2001.44

£056—

60b6

tat

9p-+82LE—

0T-+49p2—

06—
PHG—|

o]

[51TR] |

rev
env

G L

N/A

AY536236.VZ.1999.BF1

tat

99-+6929—

GZ -+ 89GZ—

LE-+EGET—|

064!
PEGE—|

5'LTR

rev

N/A

AY536237.ES.2002.BF

60S6—

60b6:
E
o

8T -+ 7998—
28 -+ G6p8—,

4L -+ T928—

==

06 -+ 8G6L—

tat

T2 -+ G129—

£-+9b66—

i

G2 -+ Ebbb—

0T-+49p2—

0T-+TT2T—|

06¢="

[sur] [E gag

rev

[

0888=,

2998 |

0T —+ £268———

tat

02 -+ L129—

2065—

g

0T-+£08E—

v £92 =+ 2E42—
=
=) .
b [\
=)
S
N o
7)) S
@ =
- % 0T-+TS6
N amu.
N-)
e =
= (9] o
.v@ 5
” io

]
|5
M|
H

F1

N/R
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AY771588.BR.1999.BF1

55—

mwmmn- E

| o]
[EiR ]

tat
rev

tat

ST -+ mmmmlm [ msmlm
PT-+£T6b—
05-+2TEb—
£2 -+ T8L8— 9p-+09£E—
-
=
A
= 2
w bZ-+£28T—|
. o
&~ =
@ Ry R
=)
]
06— w 06—
89— p= n
2o = cap—{ OC
5 W 5
o = [}

82G6—

Navml- E

tat
rev

9T -+ mnmmlm

90Z -+ Ship—

bb -+ T9LE—

62 -+ LpG2—

-g
©
8p-+28ET—|L 1]

)L

AY771590.BR.2002.BF

N/A

F1

AY771591.BR.1999.BF

£266—

Simwmmnm

G2-+9cv8—EEm

[=drR]

tat
rev

©
~
-

-+ p192—

AY771592.BR.1999.BF

mmwmn- E

tat
rev

9T -+ oomnlE

6E-+888p—

N/A

b -+ G212
9p-+608T—
064~

5

o

F1
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AY771593.BR.1999.BF

LEG6—

Nﬁvml-

tat

PT-+p95G—[F
=
E

9T-+9b6v—

6-+86022—|

6p-+p08T—|

064!
2886—

5 LTR

£096—
ZTh6—
ﬁo«mlg

TT_-+ 86G8—
TI-+6ib8— =

tat

22-+9729—

S -+ £6/6—

@

22-+L0LE—

02-+LGp2—

9641

e [ =

AY781128.UR.2001.BF

[51TR] |

rev

ke

env

i

N/A

L

DQ085867.BR.1999.BF1

mmwmu- E

tat

PI-+ET6p—

0Z-+p762—

62 -+ £62T—

ST -+ =

209—

Sh -+ wNNDIE

5'LTR

rev

. -

e [ ¢

DQ085868.BR.1999.BF1

mwwmu- E

tat
rev

Nmﬁio&mlg

+ 86bZ2—

wmn.nl
HZ-+0EPT—|
0641

N/A

F1

DQ085869.BR.1999.BF1

m«wmﬂ- E

tat

064!
T86—|

5 LTR

rev

N/R



DQ085870.BR.1999.BF1

[ oo ] T = 1 B
.II v [EiR]
[ e ] [T

we [ =

DQO085871.BR.1999.29

2 & S
: : i
g = 8 2 g =
it 3 i g i
, tat
5UTR | 929 5y = i
T ]
N/A -B F1
DQ085872.BR.1999.28
& 2
+ +
| |

[surr| [E gag

v ] = | [Coef]
[ o — [EER]
[ T [ | (e

/A -a F1
DQ085873.BR.1999.28
5OR 7 = 1 =N
[Jed o _— [BEFR]
[T e 7] ] e
wa [ & F1
DQ085874.BR.1999.28

[surr| K gag

u—zow-a

Lv] = | [oef]
[fed o _— R
| | e

N/R -B F1
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DQ085875.BR.2000.BF1

mmwmn- E

tat

PPT-+G89P—

6€ -+ £GLE—

064!
646—

man;mwamI_

5'LTR

wa [ &

J256—
N.nvml-

tat
rev

6T -+ mvvml@

19 -+ Zhit—

0

b -+ PEGZ—

IT-+bb2T—|

06—
0E9

DQ085876.BR.2001.29

|5'lIR - gag

8E66—
N.nvml- E

tat
rev

ouno«mmmlE

pol

—
Fy 247 -+ Ge92—
=! _

b = b
= L
=
a o
& S

@ =< @
QA 8-+G8TT—

1: .8 1
0~M 062~

£ a-w mmmlm g
g b

89

>4

8T

DQ358800.BR.2001.BF1

Zh=+1TET—|

=+ 0£06—]

9E66— E
Nﬂvmlg =l

-+ pG98—

tat
rev

-+ T086— n

pol

0641
£96—

[sor] I

)L

DQ358801.BR.2001.46

96G6—

mﬂimwmml-
==

tat

064!
GpG—|

[sur] |

rev

env

L
b 1 |

o [

N/R
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DQ358802.BR.2001.46

g -+ EXBB=

T166—

I

tat

064!
GpG—|

[51TR] |

[ Jed

g

rev
env

e ] |

pol

o [

N/A

DQ358803.BR.2001.BF1

9£G6—

ZTh6—
9bT +wv«ml-

+ PG98—

tat

mn+vmcmlm

8L ~+ PIET—|

06—
0EG—|

5 LTR

rev

8EG6—
2TP6—
wa:vnomlg

tat

0p -+ Gi8p—

28-+060v—

2
v—
e
A
o e
— m 2 -+ :omll
Q19 -+ GELT—
RC M
® fA &b -+ ELET—
- <
S
. % 06—
> w e
@ =]
& o
a

o

rev
env

N/R

DQ358806.BR.2002.BF1

ST

€2

-+ GL94—

-+ G/G9—

9E66—
Nﬂvml- E

tat
rev

F1

0641
PE—| o

)L

DQ358807. BR. 2002.BF1

8EG6—
N«vml- E

tat
rev

NNimmleg

82 -+ 286b—

08T -+ o«mﬂl
©
064! -
m

v6—| O

N/R



89

DQ358811.BR.2002.BF1

8EG6—

N.nvml-

tat

TOT-+9629—

ST -+ mwmmlm
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APENDICE D — Assinaturas nucleotidicas conservadas exclusivas de cada CRF. N: nimero

de sequéncias de cada CRF.

CRF

Posicoes com
Assinaturas
nucleotidicas
conservadas

exclusivas (n)

Posicoes com AMEC/base conservada

CRF12

10

3296A/4355G/4406G/5118G/6023A/7352C/7466T/8777G/89
16G/8946C

CRF17

2843T/3032G/3800T/9108A

CRF28

27

145T/5244T/5875G/6321C/6405G/6672A/6705G/6715G/676
5G/6857A/6920A/7047G/7241A/7501G/7651G/T7973A/8208
C/8471A/8826G/8859aA/8859bC/8859cC/8859dA/8860G/88
80T/9243T/9402T

CRF29

11

1714T/1715G/1858A/7035G/7053T/7273G/7541C/8155C/83
69A/8719T/8842G

CRF38

15

1047C/1090C/1132A/1221C/2903A/3856A/5799G/5838T/60
21T/6061fA/6061gT/6504G/7624T/7771C/9270G

CRF39

81

878G/1163A/1167T/1428T/1434G/1443A/1458T/1459G/147
6A/1482A/1494C/1500A/1548T/1623T/1636C/1659G/1684C
/1691A/1698T/1707C/1717T/1753C/1809A/1851G/1953G/1
962G/1986G/2043G/2133T/2179A/2187G/2195C/2199A/220
2T/2206T/2207C/2230A/2234A/2519C/2952G/3080A/3099G
/3147G/3192T/3392G/3464G/3470A/3678T/3679T/3959G/4
200C/4211A/4217T/4421C/4505G/4599A/4929C/4952T/497
9A/5283A/5732G/5829G/5899T/5920C/6041G/6089A/6383
C/6530G/6645G/6651C/6758G/6789G/7227G/7618A/7820G/
7887C/8090C/8105A/8396A/8607C/9174T

CRF40

74

864G/909A/910T/1146C/1151C/1169G/1170C/1171A/1287
G/1326T/1362A/1432C/1569G/2064T/2067T/2073G/2311A/
3066G/3174T/3482G/3635C/3722G/4148A/4373G/4431C/46
07C/4842T/4925T/5289A/5415G/5436T/5504A/5576G/5679
A/5721A/6070C/6081C/6093G/6140C/6151C/6226A/6314C/
6622C/6623C/6624T/6625T/6749C/6773T/6965C/7480A/75
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61A/7729G/T764A/7765C/8080T/8120G/8143G/8504A/8606
G/8677TT/8699A/8821C/8824G/8827C/8828C/8829C/8863G/
8894C/8910G/9123A/9129C/9138T/9141T/9384C

CRF42

21

99

807G/954G/960C/1039A/1040C/1315G/1395G/1635C/1695
G/1699T/1909G/1946C/2046G/2235T/2302A/2357A/2360G/
2374G/2414T/2439A/2529C/2549C/2847C/2953C/3148T/31
89C/3344C/3363G/3365G/3368A/3380A/3473G/3590G/3613
G/3692C/3734G/3737A/3757T/3839G/4005C/4043T/4061G/
4233C/4271G/4311A/4344T/4603T/4742C/4745C/5015G/51
28T/5156A/5228G/5240A/5407A/5461C/5681T/5684G/5760
T/5789G/5805T/5811C/6000A/6001C/6009C/6017G/6031G/
6127A/6235T/6306A/6310G/6338T/6378T/6410c/7112C/711
5G/7187C/7229G/7231A/7279T/7325A/7335G/8076A/8095
G/8123G/8142C/8207A/8246T/8259T/8395A/8462A/8464C/
8472G/8525T/8663T/8664c/8738G/8750T/8758C

CRF44

129

849A/880A/885G/889C/892A/928G/978A/1016G/1023G/10
49T/1074G/1141A/1142A/1144A/1147C/1148A/1150C/1155
G/1157C/1162G/1228C/1320G/1329T/1532G/1782A/1789C/
1872G/2040G/2052T/2236A/2287A/2555C/2669G/2684G/27
56C/2822G/2906A/3077G/3377G/3393T/3395A/3414T/3626
G/3989C/4096G/4128G/4220A/4320A/4323A/4630A/4661C/
4716A/4861G/5039C/5160C/5191G/5368C/5419T/5447C/54
88T/5500G/5621A/5641G/5682C/5747A/5915C/5936T/5937
G/5947G/5950G/6055G/6061dT/6068G/6083A/6117T/6158
C/6160G/6293A/6478A/6479T/6628C/6668A/6717G/6733T/
6757G/6775aC/6784G/6785C/6829A/6943C/7065A/7168A/7
214C/7254A/7289C/7294C/7390G/7441C/7446T/7479C/755
3A/7554T/7615C/7622A/7634A/7882G/7883A/7894T/8075
G/8111A/8384T/8385A/8530G/8586G/8697T/8788A/8866C/
8890A/8891A/8900A/9044C/9049G/9060T/9094T/9213G/93
67C/9369G/9389G/9406C

CRF46

17

858G/1025T/1323G/1903C/2303G/2480G/2567C/2608G/314
3C/3293C/3428G/3438G/3890C/8608T/8623C/9340C/9341A
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CRF47

177

828G/861A/1065C/1201G/1272A/1390C/1509C/1646A/1683
T/1725T/1765T/1807C/1808A/1842A/1881A/1906T/1910A/
1913T/1915A/1937A/2034G/2307A/2422G/2435A/245TA/25
28A/2612C/2630G/2780T/2876A/2910T/2913G/3029T/3071
G/3086G/3227C/3379G/3389C/3391G/3578G/3646G/3650G/
3701G/3704A/3821G/3852A/3866T/3927A/3929T/3931A/39
68C/3997T/4097A/4130C/4298C/4334G/4514G/4530C/4604
A/4691A/4697G/4830G/5127A/5132C/5157C/5226A/5226a
A/5226cT/5265G/5318A/5506A/5523G/5594A/5639A/5788
A/5917A/6048G/6113T/6183A/6253G/6273G/6418C
/6476G/6593A/6599T/6608C/6626T/6676G/6686G/6713C/6
714C/6718C/6719G/6725G/6727G/6T28 A/6729A/6732A/677
0G/6772A/6T774T/6777G/6846A/6918C/7085G/7098A/7101
A/7102G/7122G/7123G/7169G/T171T/T197A/T199T/7228A/
7244C/7252G/7261C/7264G/7303T/7311C/7312A/7338G/73
48C/7355C/7386A/7418G/T419A/7421T/7422G/ 7423 A/T425
A/T42TA/TA29A/TA31A/7432T/7439A/7440G/7443T/7444C/
T44TA/TA63A/7543G/7544T/7548T/7555A/7570C/7580G/75
81A/7588T/T710A/7767T/7830G/8058A/8079T/8132T/8156
C/8164C/8166C/8324A/8416G/8467C/8470C/8473G/8496A/
8598C/8599T/8657C/8802A/8803A/8804A/8925C/8937C/91
02T/9107G/9318G/9408G

CRF70

13

2372G/2837C/5591A/5687G/5839G/5911C/6716C/6884G/70
49C/7056A/7256A/T763A/8213A

CRF71

12

2537T/4121G/6808G

CRF72

13

1605G/2735T/3272G/3624T/4889C/5178T/5232G/5669G/70
05C/7895A/8360T/8609C/8945A
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