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Prefacio

Meu ingresso no Laboratorio de Biologia Molecular do Hemocentro deu-se por
meio do Programa de Aprimoramento Profissional da Fundap, no qual tive a
oportunidade de conhecer toda a rotina ali existente.

Iniciei meus conhecimentos em Biologia Molecular com a participagdo no Grupo
Cooperativo Hemocentro de Botucatu - Hospital Amaral Carvalho de Jau que da
assisténcia na area de Onco-Hematologia, em que pude acompanhar os exames de
Pesquisa Residual Minima e Pesquisa de Quimerismo pds-Transplante de Medula
Ossea.

Houve entdo a oportunidade de ingressar no grupo de pesquisa do VGDN (Viral
Genetic Diversity Network), auxiliando nas tarefas de estudo dos virus HIV e HCYV,
onde permanecgo até hoje.

Durante esse periodo tive contato com pesquisa de grande impacto, onde
aprendi e aprendo muita coisa nova e diferente a cada dia; fato esse de extrema
importancia em minha formagdo como pesquisadora e profissional.

Mesmo com meu ingresso no Programa de Poés-Graduagdo, continuei
participando ativamente da rotina de pesquisa do VGDN, que culminou com o trabalho
aqui apresentado.

O objetivo principal de um programa de mestrado profissional é a aplicabilidade
do conhecimento gerado com a pesquisa e por isso, essa dissertacdo foi apresentada
em um formato diferente do usual.

A primeira parte consiste de uma breve revisdo de literatura sobre o virus HIV e
importédncia da regido da algca V3 do mesmo. Segue-se entdo um artigo redigido ainda
né&o enviado para publicagdo, com parte dos dados obtidos com o estudo da regido da
alca V3 do virus e que se encontra a disposicdo para sugestbes e eventuais
alteragbes. A fterceira e Ultima parte surgiu da necessidade de se padronizar a
realizagdo da técnica de sequenciamento da regido da alca V3 no Laboratério de
Biologia Molecular do Hemocentro, que culminou com a confeccdo de um

Procedimento Operacional Padrdo (POP), que esta aqui apresentado.
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Termino esse prefacio agradecendo a oportunidade de diversificar minha
formacéo, conhecendo algumas da grande quantidade de areas na qual a biologia
molecular pode ser aplicada. Espero ainda que esse trabalho possa ter contribuido
tanto para a comunidade cientifica quanto para a rotina do Laboratério de Biologia

Molecular do Hemocentro.
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Resumo

O HIV-1 é um retrovirus que possui grande variabilidade genética, principalmente
no gene que codifica o envelope viral (env). A diversidade de seqléncias
encontrada na terceira alga variavel (alca V3) da gp120 é relacionada a varias
caracteristicas bioldgicas virais, tais como: habilidade do virus a induzir sincicio,
antigenicidade e tropismo viral. O arco da alga V3 é formado por uma seqiiéncia de
aminoacidos relativamente conservada (GPGR) nos virus do subtipo B. No Brasil,
encontramos a variante B’, que possui a seqiéncia GWGR formando a regido do
arco e tem sido associada a uma progressdo mais lenta da infeccdo. O fendtipo
viral Nao Indutor de Sincicio (NSI) predomina nas fases assintomaticas, enquanto
que o fendétipo Indutor de Sincicio (SI) emerge em individuos infectados precedendo
um declinio acentuado de células T CD4, sendo associado a progressao para aids.
A mudanca do fendtipo NSI para Sl é resultante da substituicdo de determinados
aminoacidos na algca V3. Mutacdes que alterem a seqiiéncia de aminoacidos da
alga V3, incluindo a regido do arco podem ser utilizadas como marcadores
genéticos para inferir sobre a evolucao da infecgdo. DNA viral foi isolado a partir de
leucécitos e utilizado como fonte para amplificacdo por PCR e seqlenciamento
automatico da regido da alca V3. Um script desenvolvido pelo setor de
Bioinformatica foi utilizado para identificar os fenétipos SI/NSI e a seqiiéncia de
aminoacidos do arco da alga V3 (GPGR/GWGR) em 1279 pacientes estudados no
Estado de Sao Paulo como parte do projeto VGDN. Esse estudo mostrou que
34,8% dos pacientes possuiam os aminoacidos GPGR formando a regido do arco
enquanto que 22,8% possuiam GWGR. Além disso, analises estatisticas utilizando
o Teste de Goodman apontaram uma prevaléncia significativa de GWGR em
pacientes assintomaticos com fenétipo NSI. Esses achados sugerem que a
sequéncia GWGR pode estar associada ao fenotipo NSI e consequentemente a

uma progressao mais lenta para aids.

Palavras-chave: HIV-1, arco da alga V3, seqliienciamento, progresséo da doenca.



Abstract

Abstract

Genomic diversity in HIV-1 is a well-characterized feature and although this
heterogeneity is distributed throughout the genome, most of the polymorphisms are
located in the envelope gene (env). Sequence variability at the env gene third
variable region (V3 loop) of HIV-1 is highly correlated with several viral biological
features, such as the ability to induce syncytia, antigenicity and viral tropism. The tip
of V3 loop consists of a relative conserved amino acid sequence (GPGR) in subtype
B and the presence of GWGR motif in this region has been found in Brazilian strains
(B’ variant). Non-syncytium-inducing (NSI) phenotype variants predominate in the
asymptomatic phase and Sincytium-inducing (Sl) phenotype variants emerge in
infected patients preceding a CD4 cell decline and correlate with progression to
clinical manifestations. The switch from an NSI to an S| phenotype was correlated
with one or more basic amino acids substitutions in the V3 loop. Genetic mutations
modifying the V3 sequence has been associated with alterations in cytopathic
abilities and antigenicity. The patterns of the HIV-1 sequences variability can be
used as genetic marker to infer about the infection evolution. Viral DNA isolated
from leucocytes was used as a source for PCR amplification and automatic
sequencing of the V3 loop gene. Home-made PERL scripts were used to identify
NSI/SI phenotypes and GPGR/GWGR motif in 1279 patients studied in S&o Paulo
State, Brazil, as part of VGDN Project (www.lemb.icb.usp.br). This study showed
that 34.8% of the patients have had GPGR variants and 22.8% GWGR. In addiction,
statistical analysis using Goodman's Test showed GWGR prevailed in
asymptomatic patients with NSI strains. These finds suggest that GWGR could be

associated with NSI phenotype and subsequent low progression to AIDS.

Keywords: HIV-1, tip of V3 loop, sequencing, disease progression
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Introdugao

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) é um retrovirus pertencente a
familia Lentiviridae, descrito como o agente etioldégico causador da aids (Gallo et al.,
1984; Abbas & Lichtman, 2005).

A infeccdo pelo virus causa uma depleg¢do gradual e disfuncéo do sistema
imunologico, propiciando o aparecimento e proliferagdo de infecgdes oportunisticas
e/ou tumores malignos, podendo conduzir o individuo a morte (Abbas & Lichtman,
2005).

Sao conhecidos atualmente dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2, que
diferem entre si em sua estrutura genémica e antigencidade, sendo o HIV-1 o tipo mais
freqUente causador da Aids (Abbas & Lichtman, 2005).

Baseado na analise completa de seu genoma, o HIV-1 é subdividido em trés
grupos: grupo M (major) composto por oito subtipos (A,B,C,D,F,.GH e K) e
recombinantes entre esses subtipos, grupo O (out group) e por ultimo, o grupo N (new)
(Louwagie et al., 1993; Simon et al., 1998).

Com cerca de 100nm de didmetro, o HIV-1 apresenta sua estrutura formada
por um nucleocapsideo central (NC) protéico, cujas principais proteinas s&o a proteina
da matriz (MA) p17 e a proteina do capsideo (CA) p24, contendo duas cdpias idénticas
de RNA que constituem seu genoma e as enzimas virais transcriptase reversa,
integrase e protease. Além destas, estdo presentes outras proteinas que se
apresentam como produtos de baixo peso molecular (p1, p2, p6 e p7) e proteinas
regulatérias (vif, vpr, tat, rev, vpu, nef). (Freed & Martin, 2001). Envolvendo esse
sistema existe um envelope lipoprotéico, formado por uma porcéo lipidica originaria da
membrana celular da célula hospedeira, onde estéo inseridas glicoproteinas de origem

viral: a gp120 e a gp41. (Turner & Summers, 1998) (Figura 1).
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Fig. 1. Estrutura do HIV-1 (adaptado de Freed, 2002)

O genoma do HIV-1 é formado por duas moléculas idénticas de RNA de
aproximadamente 9,2 kb de comprimento flanqueadas por duas seqliéncias analogas
denominadas LTR (long terminal repeat), que controlam a expressédo dos genes virais
no provirus. Neste genoma estao presentes trés genes estruturais (gag, env, pol) e

seis genes regulatérios (vif, vpr, tat, rev, vpu, nef) (Abbas & Lichtman, 2005) (Figura 2).

Fig. 2. Representagéo esquematica do genoma do HIV-1 (http:/hivweb.lanl.gov7contenthiv-
db/MAP/hivmap.html).

O gene gag codifica as proteinas estruturais do virus: as proteinas da
matriz, do capsideo e nucleocapsideo, além das proteinas de baixo peso molecular p1,
p2, p6. O gene pol constitui a regido mais conservada do genoma do HIV, codificando
uma poliproteina gag-pol que apds clivagem proteolitica origina as enzimas virais
protease, transcriptase reversa e integrase. O gene env, por sua vez, codifica
inicialmente uma proteina de 160KDa, a gp160, que é posteriormente clivada
originando as glicoproteinas maduras do envelope viral: gp120 e gp41 (Freed & Martin,
2001).
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Por ndo possuir um sistema de reparo na incorporagédo de nucleotideos, a
transcriptase reversa, enzima viral com atividade polimerase RNA dependente, gera
inumeras mutacdes no genoma do HIV-1, originando a grande diversidade genética
encontrada entre os virus circulantes (Overbaugh & Bangham, 2001). Dos trés genes
estruturais, o gene env é o0 que possui maior variabilidade genética e essa
caracteristica é a responsavel pelo escape do virus ao sistema imune do hospedeiro
(Freed & Martin, 2001).

O HIV-1 apresenta tropismo e infecta células que expressem a molécula de
CD4 em suas superficies, como os linfécitos T, macrofagos, células dendriticas e
células da microglia (Abbas & Lichtman, 2005).

Para que o virus infecte a célula alvo, é necessario que haja a fusdo entre a
bicamada lipidica viral e a membrana celular, processo esse mediado pelos
componentes virais mais expostos em sua superficie externa: as glicoproteinas do
envelope (Wyatt & Sodroski, 1998).

A ligacao inicia-se com a interacdo entre a gp120 e a molécula de CD4 da
membrana celular. Essa interacdo induz alteragdes conformacionais na gp120,
expondo nessa glicoproteina um sitio de ligagao que ira interagir com um co-receptor,
uma molécula da familia dos receptores de quimiocina: CCR5 ou CXCR4. Essa
segunda ligagédo aproxima o envelope viral da superficie celular, permitindo a interagéo
entre o chamado peptideo de fusdo da gp41 com o dominio de fusdo na superficie
celular. O virus, entdo, se funde a célula alvo e insere seu material genético no
citoplasma celular, dando continuidade ao seu ciclo replicativo (Turner & Summers,
1998; Wyatt & Sodrovski, 1998).

As glicoproteinas do envelope se apresentam como complexos triméricos
(Figura 3) constituidos por trés pares de duas subunidades: uma subunidade
transmembrana responsavel por ancorar o complexo na bicamada lipidica denominada
gp41 e uma subunidade externa, ligada ndo covalentemente a gp41 denominada
gp120 (Freed, 2002).

A localizacdo dessas glicoproteinas na superficie externa do virus permite
que elas realizem suas fungdes, mas as tornam o principal componente viral exposto
ao sistema imunoldgico do hospedeiro e alvo de anticorpos neutralizantes (Wyatt et al,
1998).
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Fig.3: Configuragdo espacial do complexo trimérico das glicoproteinas inseridas no envelope viral
(adaptado de Freed, 2002)

A gp120 é uma glicoproteina de superficie, altamente glicosilada, formada
por cinco regides variaveis (V1-V5) intercaladas a cinco regides constantes (C1-C5).
As quatro primeiras regides variaveis (V1-V4) formam algas que se projetam para fora
do core protéico devido a formacao de pontes dissulfeto em suas bases (Wyatt et al.,
1998).

A estrutura da gp120 (Figura 4) é composta por dois dominios: um interno e
um externo, além de uma regido de ligacdo, em forma de “B-sheet”, denominada
Bridging Sheet. O nome dos dominios reflete a orientagdo da gp120 no complexo
protéico, sendo que o dominio interno faz interface com a gp41, enquanto que o

dominio externo fica exposto na superficie do arranjo (Wyatt et al, 1998).

Fig. 4. Esquema representativo da estrutura da gp120 (Adaptado de Wyatt et al, 1998).

A molécula de CD4 se liga a uma cavidade da gp120 formada na jungéo
entre os dominios interno, externo e a bridging sheet, enquanto que o co-receptor
provavelmente liga-se em uma regido na base da proteina, entre a terceira regido
variavel (alca V3) e a bridging sheet (Wyatt & Sodroski, 1998).
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Estudos descrevem a divisdo da superficie da gp120 em trés regides quanto
a produgéo de anticorpos: a primeira, denominada “Face ndo-neutralizante” (destacada
em roxo na figura 5), desencadeia a producgéo de anticorpos ndo-neutralizantes e inclui
0 dominio interno e a regido de interagcdo com a gp41. A “Face Neutralizante”
(destacada em branco na figura 5) é composta por partes dos dois dominios e a
bridging sheet, incluindo a regido das alcas V2 e V3 e desencadeia a producgio de
anticorpos neutralizantes. Existe ainda uma face denominada “Face Silenciosa”
(destacada em azul na figura 5), composta pela parte da gp120 mais exposta do
dominio externo, que parece ser minimamente imunogénica devido a alta taxa de
glicosilacdo encontrada nessa regiao (Wyatt et al., 1998).

Devido sua localizagdo, a gp120 é um importante alvo para o sistema imune
do hospedeiro, sendo descrito na literatura anticorpos neutralizantes que reconhecem
tanto as regides constantes quanto as regibes variaveis dessa glicoproteina,
principalmente contra epitopos proximos as regides de ligacdo com receptores e co-
receptores, entre elas, a alga V3. (Ho et al., 1991; Wu et al., 1996; Wyatt et al., 1998).

Fig. 5. Esquema da superficie molecular da gp120 evidenciando a diviséo de suas faces quanto

a producgéo de anticorpos (Adaptado de Wyatt et al,1998).

A alga V3 é a terceira regido variavel da gp120, composta por
aproximadamente 35 aminoacidos (Cann et al., 1992) sendo representada pela
seqiéncia consenso CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC (Stanfield et
al., 1999).
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As duas cisteinas presentes em suas extremidades sao altamente
conservadas e ligam-se através de pontes dissulfeto, dando a conformacao de alca
para essa regiao (Hartley et al., 2005).

A alga V3 pode ser subdividida em trés regides estruturais: uma base
conservada, integrada ao core, uma haste flexivel, que se estende para fora do core e
um arco em forma de “B-hairpin” (Huang et al., 2005).

Devido a sua posi¢cédo na gp120, a al¢ca V3 interage diretamente na ligagao
com o co-receptor e sua sequiéncia de aminoacidos determina qual co-receptor sera
utilizado pelo virus (CCR5 ou CXCR4) para entrar na célula alvo (Hartley et al., 2005).

A porgcdo N-terminal do co-receptor se liga a gp120 na base da alga V3,
préxima a bridging sheet (Huang et al., 2005) explicando a grande importancia dessa
regido na interacdo gp120-co-receptor. Estudos mostram ainda, que essa regido de
ligagdo €& altamente conservada e que fica separada das regides da alga altamente
variaveis (Cormier & Dragic, 2002).

Alteragbes na seqiiéncia de aminoacidos da alga V3, portanto, influenciam
varias caracteristicas virais, i) definindo o tropismo viral através da determinacdo do
co-receptor utilizado pelo virus (Jensen et al., 2003), ii) influenciando na sensibilidade e
na habilidade do virus em escapar tanto de drogas inibidoras de fusdo, quanto de
anticorpos neutralizantes, iii) em sua antigenicidade (Hartley et al., 2005) e ainda iv)
estd altamente relacionada a citopatogenicidade do virus (de Jong et al.,, 1992;
Hoffman et al., 2002).

Nesse contexto, as variabilidades na seqiéncia de aminoacidos na alga V3
da gp120 pode ser utilizado como marcador genético para inferir na evolugdo da
infeccao pelo HIV-1.

Alguns virus sdo capazes de induzir a formacdo de células gigantes,
multinucleadas e que sdo capazes de produzir grandes quantidades de virus antes de
morrerem (Zhu et al.,1993). Essa caracteristica € denominada formagao de sincicio e
esta intimamente relacionada a seqiiéncia de aminoacidos formadora da alga V3,
principalmente aos aminoacidos presentes nas posi¢coes 11 e 25 dessa seqiiéncia. (de
Jong et al.,, 1992; Chesebro et al., 1996). A posicao 25 parece ser particularmente

importante, pois a auséncia de um aminoacido &cido (com carga negativa) nesta
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posicao parece afetar a substituicio em outras posicdes e ja é indicativa de
capacidade de indugao de sincicio (Milich et al., 1993).

As variantes virais com fenétipo Nao Indutor de Sincicio (NSI) possuem
aminoacidos neutros ou acidos nessas posicdes e mostram-se predominantes nas
fases iniciais e assintomaticas da doenca, levantando a hipétese de que essa seja a
forma viral mais transmitida de uma pessoa para outra (Roos et al., 1992). Essa
caracteristica também esta relacionada ao tropismo viral, pois esses virus utilizam
preferencialmente o co-receptor CCR5 para entrar na célula alvo, infectando
preferencialmente macréfagos (M-trépicas) (Kozak et al., 1997).

Os virus que apresentam fenoétipo Indutor de Sincicio (SI) por sua vez,
apresentam aminoacidos alcalinos nessas posig¢des e utilizam preferencialmente o co-
receptor CXCR4, infectando preferencialmente linfécitos T (T-trépicas). Esses virus
surgem em pacientes infectados precedendo um acentuado declinio de células T CD4,
levando a uma progressado mais rapida da doenca (Jordan et al., 1991; Callaway et al.,
1999).

Tem sido relatada a mudanca do fen6tipo Nao Indutor de Sincicio (NSI) para
um fenétipo Indutor de Sincicio (Sl), sendo esse fato prerrogativa de um pior
prognéstico para o paciente (de Jong et al., 1992; Chesebro et al., 1996).

O arco é a regiao mais exposta da alga V3 e possui papel importante na
ligagdo com o co-receptor, supostamente interagindo com a segunda alga dessa
molécula (Huang et al., 2005). Quando alguma mutagdo ocorre nessa regido, seu
efeito € observado sobre a ligagdo da gp120 com o co-receptor, pouco interferindo no
processo de fusdo entre as membranas viral e celular (Suphaphiphat et al., 2006).

Andlises da regido do arco indicam um alto grau de conservacgao, tanto em
sua seqliéncia quanto em estrutura (Cormier & Dragic, 2002). Porém, alteragbes na
sequéncia de aminoacidos do arco podem ocorrer e gerar modificagbes na estrutura
secundaria da gp120 e, provavelmente, alterar sua antigenicidade (Couto-Fernandes et
al., 1994).

Entre os virus do subtipo B encontramos a seqiiéncia de aminoacidos
GPGR (Glicina-Prolina-Glicina-Arginina) constituindo o arco. No Brasil encontramos

uma variante do subtipo B amplamente distribuida, denominada B’, que possui um
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triptofano (W) em substituicdo a prolina, dando origem ao fenétipo GWGR. (Covas et
al. 1998; Morgado et al.,1998)

Como essa variante € amplamente distribuida entre as categorias, sugere-
se que ela surgiu ou foi introduzida no Brasil desde o inicio da epidemia (Morgado et
al., 1994).

Estudos conduzidos com amostras do Brasil vém demonstrando que
pacientes infectados com a variante B’ do HIV-1 possuem um melhor progndstico,
evoluindo mais lentamente para a aids (Santoro-Lopes et al., 2000; Casseb et al.,
2002).

A real funcdo da regido do arco da alga V3 ainda ndo foi inteiramente
esclarecida e sabendo-se da presengca no Brasil dessa variante B’ (GWGR) fica
evidente a necessidade de se estudar essa regido na tentativa de estabelecer

parametros que auxiliem no tratamento do paciente infectado pelo HIV-1.
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Molecular Characterization of V3 loop tip and viral cytophatic ability in HIV-
1 infection - Part of VGDN Project

Abstract

Genomic diversity in HIV-1 is a well-characterized feature. Although this
heterogeneity is distributed throughout the genome, most of the polymorphisms are
located in the envelope gene (env). Sequence variability at the env gene third variable
region (V3 loop) of HIV-1 is highly correlated with several viral biological features, such
as the ability to induce syncytia, antigenicity, and viral tropism. The tip of V3 loop
consists of a relative conserved amino acid sequence (GPGR) in subtype B and the
presence of GWGR motif in this region has been found in Brazilian strains (B’ variant).
Non-syncytium-inducing (NSI) phenotype variants predominate in the asymptomatic
phase. Sincytium-inducing (Sl) phenotype variants emerge in infected patients
preceding a CD4 cell decline, and correlate with progression to clinical manifestations.
The switch from an NSI to an S| phenotype was correlated with one or more basic
amino acids substitutions in the V3 loop. Genetic mutations modifying the V3 sequence
has been associated with alterations in cytopathic abilities and antigenicity. The
patterns of the HIV-1 sequences variability can be used as genetic marker to infer
about the infection evolution. Viral DNA isolated from leucocytes was used as a source
for PCR amplification and automatic sequencing of the V3 loop gene. Home-made
PERL scripts were used to identify NSI/SI phenotypes and GPGR/GWGR motif in 1279
patients studied in S&o Paulo State, Brazil, as part of VGDN Project
(www.lemb.icb.usp.br). The study showed that 34.8% of the patients have had GPGR
variants and 22.8% had GWGR. In addition, statistical analysis using Goodman’s Test
showed that GWGR prevailed in asymptomatic patients with NSI strains. These finds
suggested that GWGR could be associated with NSI phenotype virus and subsequent

low progression to AIDS.
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Introduction

The human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) shows a high genetic
variability, particularly on the env gene genomic region. This gene encodes viral
envelope glycoprotein gp120 and gp41 that are involved in virus entry into the target
cells (Freed & Martin, 2004).

The surface glycoprotein gp120 consists of five variable regions (V1-V5)
intercalated with five conserved regions (C1-C5). The third variable region has 35
amino acid (Cann et al, 1992) and shows as consensus the sequence
CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC (Stanfield et al, 1999). The presence
of two cysteine residues flanking the sequence leads to disulphide-bond which results
in a loop conformation. The tip of V3 loop (crown) consists of a conserved amino acid
sequence (GPGR) in subtype B, prevalent in Brazil (Foley & Korber, 1995). The
substitution of the proline for a tryptophan creating the GWGR motif has been found in
Brazilian strains (B’ variant) (Covas et al., 1998; Bongertz et al., 2000). This motif can
alter the protein’s secondary structure leading to changes of viral antigenicity (Galvao-
Castro et al., 1996).

Besides, V3 sequence can determine which co-receptor (CXCR4 or CCR5) will
be used for the virus entry establishing the viral tropism (Jensen et al, 2003). It is also
highly associated with the virus ability to induce syncytium. Syncytium is characterized
by the formation of large multinucleated cells which can produce a high number of viral
particles before its death (Zhu et al, 1993). Non-syncytium-inducing (NSI) phenotype
variants predominate in the asymptomatic phase, using the CCR5 as co-receptor and
Sincytium-inducing (SI) phenotype variants that use usually CXCR4 emerge in infected
patients preceding a CD4 cell decline and correlate with progression to clinical
manifestation (Jordan et al., 1991; Callaway et al., 1999). The switch from an NSI to an
S| phenotype has been related with the addition of basic amino acids at positions 11
and 25 in the V3 loop sequence (De Jong et al, 1992; Milich et al., 1993; Chesebro et
al., 1996).

Genetic mutations modifying the V3 sequence has been associated with

alterations in viral tropism, cytopathic abilities and antigenicity (Hartley et al, 2005). In
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this context, the patterns of the HIV-1 sequences variability can be used as a genetic
marker to infer about the infection evolution.

The aim of this study is to sequencing in the region that encodes the V3 loop of
the HIV-1 strains, and to infer about the crown motif, viral cytopathic abilities, and

disease progression.

Casuistic and Methods

Patients Selection

In this study were included 1279 patients with positive serology to HIV-1 from
Sé&o Paulo (n=210), Ribeirdo Preto (n=149), Aracatuba (n=150), Sdo Vicente (n=150),
Presidente Prudente (n=151), Sorocaba (n=154), Sdo José do Rio Preto (n=165),
Botucatu (n=150), cities of Sdo Paulo State, Brazil.

The samples were divided in two groups, according to the following clinical
conditions: Group 1: Patients with AIDS according to Rio de Janeiro/Caracas definition
(Brasil, 2004).

Group 2: Patients with asymptomatic HIV-1 infection (without disease or
condition associated to AIDS). The groups were subdivided according to the viral

subtype and NSI/SI phenotype.

Methodology
Viral DNA was isolated from blood using the DNA Blood Mini Kit (Quiagen) and it

was used as a source for V3 loop sequencing. The technique consisted in PCR
reactions, whose products were analyzed by a system of automatic sequencing.

The first PCR was performed in a mix containing 1X Buffer (Invitrogen), 2.5 mM
of MgCI2 (Invitrogen), 0.4mM dNTP (Applied Biosystems), 0.2pmol of ED5 primer (5'-
ATGGGATCAAAGCCTAAAGCCATGTG-3’), 0.2pmol of ED12 primer (5-
AGTGCTTCCTGCTGCTCCCAAGAACCCAAG-3’) (MULLINS, 1995), 2.5U of Taq
Recombinant DNA Polymerase (Invitrogen — 5U/uL) and 5 pL of DNA in a reaction total
volume of 50uL. Amplification conditions were 95°C for 10 minutes, followed 35 cycles

[94°C-45 seconds, 55°C-30 seconds, 72°C-30 seconds] and 7 minutes at 72°C.
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The Nested — PCR was performed in a mix containing 1X Buffer (Invitrogen), 2.5
mM of MgCI2 (Invitrogen), 0.4mM dNTP (Applied Biosystems), 0.2pmol of ED31 primer
(5-GTTGACTCAGATTGGTTGCAC-3)), 0.2pmol of ED33 primer (5-
GTATGTCATTGACAGTCCAGC-3’) (MULLINS, 1995), 2.5U of Tag Recombinant DNA
Polymerase (Invitrogen — 5U/uL) and 5uL of PCR product in a reaction total volume of
50uL. Amplification conditions were 95°C for 10 minutes, followed 35 cycles [94°C-45
seconds, 56°C-30 seconds, 72°C-30 seconds] and 7 minutes at 72°C.

The amplification was confirmed by visualization of the fragment of expected size
(565bp) in 2% agarose gel.

Nested - PCR products used for sequencing were purified using Wizard SV Gel
and PCR Clean-Up System (Promega), according to the manufacturer's specifications.

Sequencing of the Nested PCR products was performed with The BigDye
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction kit version 3.1 (Applied Biosystems),
using ED31 and ED33 primers in separated reactions and analyzed on ABI Prims™
3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems), according to the manufacturer's
instructions.

The sequences created were submitted in the VGDN site for quality analysis and
contig creating (http://www.lemb.icb.usp.br/lemb/vgdn/www/) (VGDN, 2006, in press).
The contigs were analyzed using the program BioEdit
(http://iubio.bio.indiana.edu/soft/iubionew/molbio/dna/rna/BioEdit/bioedit.html) to obtain
protein sequence in the correct frame.

Home-made PERL scripts were used to identify distinct phenotypes according to
the amino acid present in 11 and 25 positions of the protein sequence and the V3 loop

tip motif, as part of VGDN Project (www.lemb.icb.usp.br). The viral subtype was

previously determined in VGDN project (VGDN, 2006, in press).
The statistical analysis was performed using the Goodman’s Test for contrasts
among multinomial populations, where two frequencies (absolute or relative) followed

by equal letters do not differ at the level of 5% of significance.
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Results and Discussion

From 1279 samples included in this study, 729 had the sequencing concluded by
this method. The limitations of this technique, in most cases, was concentrated on the
sequencing phase. High genomic diversity in RNA virus is a well-characterized feature
(Hahn et al., 1985) and it is a result from virus replication associated with high rate
incorrect incorporation of nucleotides during reverse transcription (Wei et al., 1995;
Preston & Poiesz & Loeb, 1988). Although this heterogeneity is distributed throughout
the genome, most of them are located in the envelope gene (env) (Kuiken et al., 1999).
This high rate of polymorphisms could explain the difficulty of sequencing phase, since
different variants can be amplified in the PCR reaction but generated sequences from
this amplified product would be of poor quality. Other critical phase was amplification.
Amplification difficulties in these cases are due to a high rate of mutation in this gene
region, which can occur at the primers annealing site.

81.6% (595 of 729) were included in subtype B and 18.4% (134 of 729) were
non-B subtypes, including subtype F, C and recombinant forms. These finds are
according to other authors (Morgado et al, 1994, Foley & Korber, 1995). From 729
patients, 297 (40.7%) presented AIDS and 432 (59.3%) were asymptomatic according
to Rio de Janeiro/Caracas Definition (Brasil, 2004). When observing the presence of
basic amino acids at the 11" and 25™ position of the V3 loop sequence, 284 samples
(39%) had SI phenotype and 445 (61%) NSI phenotype.

The tip of V3 loop showed the sequence GPGR in 34.8% (254) and GWGR in
22.8% (166) of samples. Remaining isolates presented other sequences at this region.
The GWGR form has been found in Brazil in a frequency range of 35-57% in subtype B
(Potts et al, 1993; Morgado et al, 1994; Covas et al, 1998; Bongertz et al, 2000)
although lower incidence has already been demonstrated (Couto-Fernandez et al,
1994). However, these findings could be underestimated because among those that
show different sequences at the tip of V3 loop, 139 presented “P” and 28 “W” in position
16. In addition, some sequences could represent impracticable virus and the same
analysis performed with RNA sources would explain better these findings.

Table 1 summarizes the results of this study after statistical analysis using
Goodman’s Test with p<0.05. Significant differences were found in GPGR and GWGR
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frequency inside the clusters. GWGR sequence was more frequent in asymptomatic
patients with subtype B/NSI virus while GPGR predominated in non-B subtypes (see
column of capital letters fixing the clinical condition, phenotype and tip of V3 loop
sequence).

About the relation between the sequence of the tip of V3 loop and viral
cytopathic abilities was observed that GWGR prevailed in asymptomatic patients with
NSI strains (Table 1, see column of minuscule letters fixing the clinical condition, viral
subtype and tip of V3 loop sequence). Although no statistical differences were found,
the same tendency was observed in the patients with AIDS. Using the same logic,
GPGR was found more frequently in all clusters (when seen column of capital Greek
letters fixing the clinical condition, viral subtype and phenotype), except for the NSI
phenotype cluster, which can be explained by a probable increase in the GWGR’s
frequency in this cluster.

The GWGR found in 15 samples of non-B subtypes were recombinants forms of
subtype B (data not shown). Therefore, the recombinant forms which had the env gene
originated from subtype B viruses were reorganized and placed together to the B
subtype virus cluster.

Statistical analyses were then performed but samples that did not show either
GPGR or GWGR sequences and those samples with the env gene belonging to
another viral subtype were considered.

Table 2 shows data found among those samples with env gene belonging to B
subtype. The GWGR sequence proved to be prevalent in NSI strains whereas GPGR
was prevalent in Sl strains.

These finds suggest that GWGR may be associated with NSI phenotype virus.
Non-synctytium-inducing variants have been related with minor cytopathicity and
predominate in disease’s asymptomatic phases (Roos et al, 1992), which there is lower
viral levels and higher CD4 T cells count (Zhu et al, 1993; Koot et al, 1993; Kozak et al,
1997). In this way, NSI phenotype has been associated with better prognosis and
slower progression to AIDS (Jordan et al, 1991).

The results are supported by previous studies that have found similar results.
Santoro-Lopes et al. in 2000 demonstrated that the progression to AIDS was faster in

patients infected with GPGR strain. Similar result was found by Casseb et al. in 2002,
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patients with GWGR variant had lower risk to develop AIDS. In 2006, de Brito et al.
showed that patients with GWGR virus presented higher CD4 T count and lower
plasma viral load and retarded the AIDS emergence.

In summary, this study showed that the B’ variants (with GWGR sequence in the
tip of V3 loop) were associated with less cytopathicity than B strain (GPGR sequence in
this region) and consequently the patients with GWGR variants could present AIDS
lately.
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Attachments

Table 1. Distribution of data found relating clinical condition, viral subtype and phenotype
and tip of V3 loop sequence
TIP OF V3 LOOP SEQUENCE

SUBTYPE PHENOTYPE

Clinical Condition GPGR GWGR Outros Total
B NSI 36 (0,288) aAaA 34 (0,272) aAaA 55 (0,440) aAaA 125
49 (0,412) 51 (0,429)
B sl aAdQ 19 (0,160) aAaA aAaQ 119
AIDS 15 (0,455) 14 (0,424)
NON-B NSI aAdQ 4(0,121) aAaA aAaQ 33
10 (0,500) 8 (0,400)
_____________ NON-B _____SI_______2AdQ ___ 2(0,100) aAaA _ __ aAdQ ____ 20 _
B NSI 60 (0,267) aAaA 84 (0,373) bBaA 81 (0,360) aAaA 225
41 (0,325)
_____________________________________ Sl _ aAdQ 14 (0,111) aAaA  71(0,563) bAaz 126
ASYMPTOMATIC 19 (0,306)
NON-B NSI 35(0,565) aBaz 8(0,129) aAaA aAaQ 62
8 (0,421) 10 (0,526)
NON-B sl aAaQ 1(0,053) aAaA aAaQ 19

Minuscule letters: phenotypes comparison fixing the clinical condition, viral subtype and tip of V3 loop sequence

Capital letters: subtypes comparison fixing the clinical condition, phenotype and tip of V3 loop sequence

Minuscule greek letters: Clinical Conditions comparison fixing the viral subtype and phenotype and tip of V3 loop sequence
Capital greek letters: Tip of V3 loop sequences comparison fixing the clinical conditions, viral subtype and phenotype (AQY)

Table 2. Distribution of data found in samples with subtype B env gene
relating viral phenotype and tip of V3 loop sequence.

TIP OF V3 LOOP SEQUENCE

VIRAL PHENOTYPE

GPGR GWGR Total
NS 102(0,440)aA  130(0,560)bB 232
sl 95(0,725) bB 36(0,275)aA 131

Minuscule letters: phenotypes comparison fixing the tip of V3 loop sequence
Capital letters: tip of V3 loop sequences comparison fixing the phenotype
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FICHA TECNICA N°. 1

Material a ser coletado para extracao de DNA

+ Sangue periférico de pacientes soropositivos para HIV: ficha técnica n°. 2.
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FICHA TECNICA N°. 2

Coleta de Sangue Periférico

A coleta da amostra deve ser realizada por profissional da saude devidamente
habilitado;

Colher de 3 a 5 mL de sangue periférico (SP) de cada paciente em tubo de hemograma

contendo 3 gotas de anticoagulante EDTA 6%;

Apo6s a coleta do sangue, identificar o tubo com nome e ndmero do paciente e
homogeneizar por inversdo (aproximadamente 5 vezes);

Acondicionar as amostras em caixa térmica resistente;
Transporta-las até o local de manipulagdo em no maximo quatro horas;

Caso a manipulagédo das amostras ndo seja imediata, armazena-las a 4°C até que seja

manipulada, o que deve ocorrer em no maximo dois dias.
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FICHA TECNICA N°. 3

Recebimento das amostras ao Laboratorio de Biologia

No recebimento das amostras no laboratério, verificar as condi¢gdes de transporte:

(ficha técnica n°. 2);
Conferir a identificagdo dos tubos com os dados das solicitagbes médicas;

Armazenar os tubos em geladeira a 4°C até iniciar o processo de extragcdo de DNA

(ficha técnica n®. 4);

Registrar as amostras em um livro de registros.
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FICHA TECNICAN®°. 4

Extracao de DNA de sangue periférico através do @QIAamp
DNA Blood Mini Kit (QIAGEN)

v' TODO O PROCEDIMENTO DE EXTRAGCAO DEVE SER REALIZADO NA SALA DE
PRE-AMPLIFICACAO

v TODOS OS TUBOS DEVEM SER ABERTOS UTILIZANDO GAZE OU PAPEL
ABSORVENTE

v' CUIDADO AO ABRIR E FECHAR CADA TUBO PARA QUE AS AMOSTRAS NAO
EXTRAVASEM.

Homogeneizar os tubos contendo as amostras por inversdo (aproximadamente 10
vezes);
2. Separar uma aliquota de 1mL do sangue total em tubos tipo eppendorf de 2mL
devidamente identificados com o nimero do paciente e data;
3. Armazenar a aliquota de 1mL no freezer a -70°C (Estoque de amostras);
Em um outro tubo tipo eppendorf de 2mL devidamente identificado, separar outra
aliquota de 200 uL do sangue total;
Descartar o tudo de hemograma com o restante da amostra em lixo infectante;
Prosseguir com a extragdo de DNA seguindo especificagbes do fabricante (vide bula do
kit), utilizando como material fonte os 200 pL de sangue total aliquotado (item 4);
7. ApOs a extragéao, visualizar o DNA extraido em gel de agarose 2% (ficha técnica n°.5);
8. Apos a extragdo, deixar as amostras na geladeira (4°C) por aproximadamente 1 hora
antes de armazena-las no freezer a -70°C até que seja realizada a primeira reagéo de
PCR (ficha técnica n°.6);
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FICHA TECNICA N°. 5

Visualizacao do produto extraido em gel de agarose

Com o objetivo de verificar o sucesso do processo de extragdo e ainda quantificar o

DNA extraido, é necessario que este seja visualizado em gel de agarose.

+
+

Preparar um gel de agarose 2,0% utilizando TEB 0,5X (fichas técnicas n°° 13 e 14);
Enquanto o gel polimeriza, ir até a sala de pré-amplificagdo onde estdo as amostras

de DNA a serem visualizadas;

Quando as amostras estiverem descongeladas, agita-las manualmente (duas a trés
vezes);
Em uma placa do tipo ELISA limpa, aliquotar 4uL do DNA (usar um pocinho para

cada amostra);
Voltar para a sala de eletroforese com o material aliquotado;
Em cada pocinho que contém amostra, adicionar 1,5 puL de tampao de amostra (azul)
(ficha técnica n° 14);
Homogeneizar com a pipeta (duas a trés vezes);
Aplicar 4,0- 4,5 yL de cada amostra em um pocinho do gel, pulando o primeiro
pocinho;
Aplicar 4 pyL do marcador de peso molecular de 1kb (diluido de acordo com
especificagdes do fabricante) no primeiro pocinho do gel;
Anotar a seqiéncia das amostras aplicadas no gel;
Correr a eletroforese por aproximadamente 30 minutos a 120V;
Apb6s o término da corrida, proceder com a visualizagdo do gel em Transiluminador
uv;
Interpretar o resultado da seguinte maneira:
v" Auséncia de banda: ndo ha DNA na amostra; repetir a extragéo (ficha técnica
n° 4);

v' Banda unica e forte: DNA de boa qualidade e quantidade. Proceder com a

amplificacao utilizando 5 pl de DNA na reacgéo;

v/ Banda Unica e fraca: DNA de boa qualidade, porém em pouca quantidade.

Proceder com a amplificag&o utilizando 10 pl de DNA na reagéao.
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FICHA TECNICA N°. 6

Amplificacao da Regiao da Alca V3

A alca V3 ¢é codificada pelo gene env do HIV e para amplificacdo dessa regido é
utilizada a técnica de Nested PCR, que consiste de duas Reagbes em Cadeia da Polimerase
(PCR) seguidas.

Os mix das reagbes (tanto da primeira PCR quanto do nested) devem ser preparados
dentro do fluxo laminar da sala de pré-amplificagdo e devem ser mantidos no gelo até que as
amostras sejam adicionadas e colocadas no termociclador.

O DNA deve ser manipulado preferencialmente utilizando-se ponteiras com filtro e
dentro da sala de pré-amplificagdo, porém fora do fluxo laminar.

Primeira PCR

4+ Preparar o mix dos reagentes em quantidade suficiente para o niUmero de amostras a

serem amplificadas, seguindo a receita descrita no quadro abaixo:

REAGENTES MIX PARA UMA AMOSTRA
Buffer 10X 4,5 uL
MgCl, (50mM) 2,5 L
dNTP (10mM) 2,0 uL
Primer ED5 (10pmol/uL) 1,0 uL
Primer ED12 (10pmol/pL) 1,0 uL
Taq RECOMB (Invitrogen) 0,5 yL
Agua 33,5l

+ Aliquotar 45 yL do mix em tubo tipo eppendorf de 200 yL previamente identificado

com o numero da amostra;

4+ Adicionar ao mix 5 yL de DNA (volume final da reag&o=50 pL);

Caso haja necessidade de utilizar 10 yL de DNA, diminuir a quantidade de

agua no mix para 28,5 L, e misturar 40 yL do mix com os 10 yL do DNA

+ Homogeneizar pipetando varias vezes suavemente;
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+ Colocar os tubos tipo eppendorf no termociclador e proceder com a seguinte

ciclagem:

Step 1 (1 ciclo) Step 2 (35 ciclos) Step 3 (1 ciclo) Step 4 (1 ciclo)

95°C  10min. 94°C 45 seg. 72°C 7 min. 4°C =
55°C 30 seg.
72°C 30 seg.

4+ Apo6s o término da ciclagem, retirar os tubos do termociclador e armazena-los no

freezer -20°C até que seja realizada a segunda PCR.

Sequnda PCR (Nested)

O mix dos reagentes dessa etapa também deve ser feito na sala de pré-amplificacdo. A
manipulagdo do produto da primeira PCR, entretanto, deve ser feita num ambiente de pos-
amplificagdo, de preferéncia em uma camara de fluxo laminar exclusiva para esse fim (capela

de nested).

« Preparar o mix dos reagentes seguindo o descrito no quadro:

REAGENTES MIX PARA UMA AMOSTRA
Buffer 10X 4,5 uL
MgCl, (50mM) 2,5 uL
dNTP (10mM) 2,0 uL
Primer ED31 (10pmol/pL) 1,0 uL
Primer ED33 (10pmol/uL) 1,0 uL
Taq RECOMB (Invitrogen) 0,5 uL
Agua 33,5 L

+ Aliquotar 45 pL do mix em tubos do tipo eppendorf de 200 uL previamente identificados;
4+ Adicionar ao mix 5 yL do produto da primeira PCR (volume final=50 pL);
+ Homogeneizar pipetando varias vezes suavemente;

4+ Colocar os tubos tipo eppendorf no termociclador e proceder com a seguinte ciclagem:

Step 1 (1 ciclo) Step 2 (35 ciclos) Step 3 (1 ciclo) Step 4 (1 ciclo)

95°C  10min. 94°C 45 seg. 72°C 7 min. 4°C =
56°C 30 seg.

72°C 30 seg.
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+« Apds o término da ciclagem, retirar os tubos do termociclador e armazena-los no

freezer -20°C até que seja novamente manipulado.
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FICHA TECNICA N°. 7

Visualizacao do produto extraido em gel de agarose

o

#

-+ ¥

+

Preparar um gel de 2,0% utilizando TEB 0,5X (fichas técnicas n°* 12 e 13);

Aguardar até que as amostras descongelem;

Homogeneizar manualmente (duas a trés vezes);

Em uma placa do tipo ELISA limpa, aliquotar 4uL do produto da segunda PCR (usar
um pocinho para cada amostra).

Em cada pocinho que contém amostra, adicionar 1,5 puL de tampao de amostra (azul)
(ficha técnica n® 13).

Homogeneizar com a pipeta (duas a trés vezes).

Aplicar 4,0- 4,5 yL de cada amostra em um pocinho do gel, pulando o primeiro
pocinho.

Aplicar 4 pL do marcador de peso molecular de 100pb, diluido de acordo com
especificagdes do fabricante, no primeiro pocinho do gel.

Anotar a seqiiéncia de aplicagdo das amostras no gel.

Ligar o equipamento de eletroforese.

Correr a eletroforese por aproximadamente 30 minutos a 120V.

Ap6s o término da corrida, proceder com a visualizagdo do gel em Transiluminador
uv.

Interpretar da seguinte maneira:

v" Auséncia de banda: ndo houve amplificagao;

v/ Banda de 565pb: a regido da alca V3 foi selecionada e amplificada.

+ Se a banda apresentar intensidade forte, utilizar 1uL na reagédo de
seqliéncia (ficha técnica n°9), se a banda for fraca, utilizar 2L.
Armazenar as amostras no freezer -20°C até a realizagdo do procedimento de

purificacao (ficha técnica n°. 8).
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FICHA TECNICA N° 8

Protocolo para purificacao de produto de PCR utilizando o
ChargeSwitch PCR Clean-UP Kit (Invitrogen)

Identificar dois tubos tipo eppendorf de 1,5mL para cada uma das amostras;

No primeiro tubo de 1,5 mL colocar 50 pyL do produto amplificado e 50 pL da solugéo
NS5 (Purification Buffer);

Adicionar 10 pL do Bead Magnético (homogeneizar por vortex antes de usar);

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto;

Colocar os tubos na rack magnética por 1 minuto;

Sem retirar os tubos da rack, desprezar o sobrenadante cuidadosamente com a

pipeta sem perturbar o pellet;

7. Tirar os tubos da rack;

8. Adicionar 150 pL da solugdo W12 (Wash Buffer) em cada um dos tubos e

homogeneizar com a pipeta;

Colocar os tubos na rack por 1 minuto;

10. Sem retirar os tubos da rack, desprezar o sobrenadante cuidadosamente com a

11.

pipeta sem perturbar o pellet;

Repetir a lavagem (passos 7-10);

12. Remover os tubos da rack;

13. Adicionar 50 pL da solugéo de eluigado (Elution Buffer) e homogeneizar com a pipeta;

14. Incubar os tubos a temperatura ambiente por 1 minuto;

15. Colocar os tubos na rack por 1 minuto;

16. Sem retirar os tubos da rack, transferir o sobrenadante para o outro tubo de 1,5mL

estéril ja identificado anteriormente;

17. Armazenar as amostras purificadas no freezer a -20°C até que seja realizada a

Reacéo de Marcagéo Fluorescente (ficha técnica n° 9).
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FICHA TECNICA N° 9

Reacao de Marcacao Fluorescente

A reacdo de marcacéo fluorescente é realizada em placa de 96 pocos e, para cada

amostra realizamos duas reagbes, uma com o primer forward ED31 e outra com o primer

reverse ED33.

A preparacgéo da placa deve ser realizada na capela de nested.

4+ Preparar um mix de reagentes com o primer ED31 e outro com o primer ED33 em tubos

*~—

= = & &
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tipo eppendorf, de acordo com a quantidade de amostras e seguindo o quadro abaixo:

REAGENTES MIX PARA UM EXAME
Big Dye (Verséo 3.1) 2,0 yL
Buffer 5X 3,0 uL
Primer (3,2pmol/ L) 1,0 uL
Agua estéril 13,0 uL

Preparar uma reagéo separada para o padrdo pGem (aproximadamente 4 receitas por
placa) seguindo a receita:

REAGENTES MIX PARA UM EXAME
Big Dye (versao 3.1) 2,0 yL
Buffer 5X 3,0 L
Primer M13 (3,2pmol/ pL) 2,0 yL
Agua estéril 12,0 uL
DNA (pGem) 1,0 yL

Distribuir 20 pL da reagéo do pGem em cada pocinho;

Aliquotar 19 pL do mix de reagentes para as amostras em cada pogo da placa;
Adicionar 1 pL do produto purificado da amostra a ser seqiienciada (caso seja
necessario a utilizacado de 2 yuL de amostra, diminuir a quantidade de agua do mix para
11 pL);

Homogeneizar pipetando suavemente (duas a trés vezes);

Anotar a seqiiéncia em que as amostras foram aplicadas na placa;

Colocar a placa no termociclador;

Ajustar a manta de plastico em cima da placa para evitar a evaporagdo das amostras;
Prosseguir com a seguinte ciclagem:
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Step 1 (1 ciclo) Step 2 (35 ciclos) Step 3 (1 ciclo)
95°C 5 min. 96°C 10 seg. 4°C
(1°Cls até 53°C)
50°C 5 seg.
60°C 4 min.

+ ApoOs o término da ciclagem, retirar a manta e selar a placa com adesivo proéprio;
+ Embrulhar a placa em papel aluminio;

4+« Estocar em freezer -20°C até a realizagdo da precipitagdo em placa.
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FICHA TECNICA N° 10

Precipitacao em Placa

Colocar a placa com as amostras em uma estante de gelo;

Preparar a solu¢cado de isopropanol para uma placa, adicionando 1.100 yL de &gua
MilliQ estéril a 3.300 pL de isopropanol 99%;

Colocar 80 pL da solugao de isopropanol em cada pogo, com a pipeta multicanal ou
monocanal;

Agitar a placa no vortex durante 1 minuto;

Deixar a placa em repouso e embrulhada em papel aluminio a temperatura ambiente
por 15 minutos;

Centrifugar a placa a 4000 rpm por 25 minutos;

Desprezar de uma vez na pia todo o isopropanol da placa;

Colocar a placa invertida em cima de papel absorvente e sem fiapo;

Preparar a parte uma solugdo de alcool 70% adicionando 4.290 uL de agua MilliQ
estéril a 10.010 pL de etanol 100%;

Colocar 200 pL da solugdo de alcool 70% em cada poco da placa;

Agitar a placa no vortex por 2 minutos;

Centrifugar a placa por 5 minutos a 4000 rpm;

Desprezar de uma vez na pia, por inversao, todo o alcool 70% da placa;

Colocar a placa invertida em cima de papel absorvente e sem fiapo;

Forrar o suporte da centrifuga com papel absorvente e colocar a placa invertida em
cima do suporte;

Dar um “spin down” na placa, centrifugando-a por 1 minuto a 1000 rpm.

4+ Secar a placa sem a manta plastica no termociclador com a tampa aberta por 2 minutos

a 90°C;
Retirar a placa do termociclador e tampa-la com o adesivo plastico;
Guardar a placa no freezer -20°C embrulhada em papel aluminio até o inicio do

processo de desnaturagdo das amostras.
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FICHA TECNICA N° 11

Aplicacao do loading buffer e desnaturacao das amostras

=

- & &

Acrescentar 2,0 uL da solugdo “loading buffer” (azul) em cada pogo da placa com uma
pipeta;

Centrifugar a placa por 10 segundos a 1000 rpm, para que o azul desga para o fundo
do poco;

Agitar a placa no vortex durante 1 minuto;

Desnaturar as amostras a 95°C por 3 minutos no termociclador;

Deixar a placa em estante com gelo até a aplicagdo das amostras no gel de
sequenciamento.
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FICHA TECNICA N° 12

Seqlienciamento automatico

4+ Proceder segundo descrito nas fichas técnicas n°*. 11, 12, 13, 14 e 15 do POP de

Sequenciamento do Laboratorio de Biologia Molecular (2005).
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FICHA TECNICA N° 13

Preparacao do Gel de Agarose 2,0%

+ Observar a capacidade de volume da cuba.

4+ Para cuba pequena (aproximadamente 40mL de volume):

+ Pesar 0,8g de agarose em um erlenmeyer;

+ Acrescentar 40mL de TEB 0,5X (ficha técnica n°.14);

+ Tampar o erlenmeyer com um pedacgo de filme PVC e fazer alguns furos no
plastico;

- Ferver por 1 minuto e meio no microondas (poténcia maxima);

+ Retirar do microondas com cuidado e aguardar até que o liquido fique morno.

lr—

Adicionar 1,0 uL de brometo de etideo a 10mg/mL;
- Homogeneizar balancando o erlenmeyer gentiimente até que o brometo se

dissolva por completo;

+ Despejar o conteudo na cuba;
+ Aguardar até que o gel polimerize totalmente (endurega);
+ Proceder com a aplicagdo das amostras.

+ Para cuba grande (aproximadamente 80mL de volume):

+ Pesar 1,69 de agarose em um erlenmeyer.
+ Acrescentar 80mL de TEB 0,5X (ficha técnica n°.14).

+ Proceder com os mesmos passos descritos acima
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FICHA TECNICA N° 14

Preparo dos reagentes utilizados na técnica

<+ TEB 10X (Tampé&o para corrida da eletroforese)

THS e 279

EDTA. e 25 mL de solugéo a 0,2M
Acido BOrico........cccceerccnnn 13,75 g

AguaMilli Q ..coooveccc gsp 250mL

Acertar o pH em 8,0
Autoclavar

Estocar a 4°C

+ TEB 0,5X (Tamp&o para corrida da eletroforese e preparo do gel)
Para preparar 500mL:
25ML.iiies TEB 10X
A75MLeiecieeeen Agua Milli Q

+ Loading Buffer (Tamp&o azul para aplicacao no gel de sequenciamento)
e Preparar uma solugdo com 500uL de EDTA 0,5M pH 8,0 e 9500 pL de agua Milli Q
autoclavada;
e Pesar 0,59 de blue dextran e adicionar a essa solu¢éo;
e Homogeneizar bem (o volume sera 10mL);
e Preparar uma diluicdo com 1 parte dessa segunda solugdo para 5 partes de
formamida deionizada (1500uL de formamida para 300uL de solugéo);

¢ Aliquotar e armazenar a 4°C.

+ Tampao de amostra 5X (Tamp&o azul para aplicagcao no gel de agarose)

Para preparar 10mL:

Glicerol .......cocvevieiiiiiienns 5mL

LI =1= N [0) G 2,5mL
Azul de Bromofenol (5%)...400uL
Agua MilliQ...........ccoeenvee.... 2,1mL

Estocar a 4°C.
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