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Resumo

A pandemia de AIDS, causada pelo virus HIV-1, tem exercido um grande impacto
sobre a humanidade com conseqiiéncias devastadoras para muitas populagdes,
especialmente nos paises em desenvolvimento. Uma importante caracteristica do HIV-1 ¢
a sua enorme variabilidade genética, observada tanto nas populagdes virais que infectam
um Unico individuo quanto entre os virus coletados nas diferentes regides geograficas.
Entretanto, apesar desta variabilidade ser intensamente estudada, ainda existem
importantes questoes a serem respondidas especialmente no que se refere a diferengas nos
fendtipos virais. O objetivo da tese de doutorado foi estudar a origem e a expansdo da
variante GWGR do subtipo B do HIV-1 encontrado principalmente na epidemia brasileira.
A abordagem escolhida para o problema foi a constru¢do de uma filogenia com todas as
seqiiéncias com o padrao de assinatura GWGR disponiveis no Genbank além de uma
amostra das seqiiéncias parentais GPGR, incluindo todas as seqiiéncias brasileiras do
subtipo B. A andlise filogenética destas seqiiéncias foi feita utilizando-se o modelo de
distancia de Tamura-3 para a constru¢do de uma arvore de Neighbor-Joining. O suporte
estatistico da arvore foi dado pelo teste do ramo interno. A analise filogenética sugere que
a epidemia pela variante GWGR possui uma tinica origem cujo epicentro provavelmente
foi o Brasil. A partir deste resultado, os dados epidemiologicos e a andlise da topologia da
arvore foram comparados para se estudar a dispersdo mundial da variante. Apesar da
variante GWGR circular em pelo menos 18 paises, a sua dispersao foi observada
principalmente no Brasil. A hip6tese de que esta variante possua alguma vantagem seletiva
relacionada a sua dispersdo foi analisada. Esta hipdtese foi sugerida uma vez que
individuos infectados pelo sorotipo GWGR possuem um periodo de sobrevida sem AIDS
superior aqueles contaminados pelo sorotipo GPGR. Mesmo que fatores locais tenham
auxiliado a dispersao da variante GWGR no Brasil, ndo pode ser descartado que a selecdo

natural atuou sobre este processo.



Abstract

The AIDS pandemics, caused by HIV-1, have exerted a strong impact in hu-
mankind, with devastating consequences for several populations especially in the devel-
oping countries. A high genetic variability is a remarkable feature of HIV-1. This vari-
ability is observed as well as among viral populations that infect a unique host as be-
tween viruses obtained from different geographic regions. However, although this vari-
ability has been intensely studied, there are still important questions to be answered,
specially concerned with possible differences in viral phenotypes. Our work aims at the
study of the origin and expansion of the GWGR variant of HIV-1 subtype B found
mainly in the Brazilian epidemics. We approach this problem by constructing the virus
phylogeny that included all sequences with the GWGR signature pattern available in the
data banks along with a sample of the GPGR sequences which included all GPGR sub-
type B Brazilian sequences. The phylogenetic analyses of such sequences were per-
formed using the Tamura-3 distance model to construct a Neighbor-Joining tree. The
statistical support was calculated by the internal branch test. The phylogenetic analyses
suggested that the GWGR epidemics have a single origin and that Brazil was probably
its epicenter. Epidemiologic data and the analysis of the tree topology were compared in
order to study the world wide dispersion of the GWGR variant. Although the GWGR
variant circulates in at least 18 countries, its expansion is observed specially in the HIV-
1 Brazilian epidemics. The hypothesis that the GWGR viruses have some selective ad-
vantage that could have favoured such a dispersion pattern was analyzed. This hypothe-
sis has been raised since individuals with GWGR serotype infection show a longer sur-
vival period without AIDS than those infected with GPGR serotype viruses. Even con-
sidering that local factors may have contributed to the dispersion of the GWGR variant

in Brazil, one cannot discard the role of natural selection on this process.
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1. Introducao

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, ou AIDS, ¢ uma doenga cronica
causada pela infecgdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). Ao longo dos
ultimos 20 anos, desde sua descoberta no inicio dos anos 80 até os dias atuais, o HIV
dispersou por todos os continentes estabelecendo uma pandemia. Durante todo este tempo,
a epidemia pela AIDS tem exercido um grande impacto sobre a humanidade com
conseqliéncias devastadoras para muitas populagdes, especialmente nos paises em

desenvolvimento.

Segundo as estimativas da Organizacio Mundial de Satde (OMS)
(http://www.unaids.org/worldaidsday/2002/press/Epiupdate2002.html), até o final do
ano 2002 existiam mais de 42 milhdes de pessoas vivendo com HIV/AIDS em todo o
mundo. Ainda naquele ano, foram registradas trés milhdes de mortes por AIDS e

aproximadamente cinco milhdes de novas infecgdes com o HIV.

As estimativas mundiais sobre o nimero de pessoas infectadas com o HIV
apontam a Africa sub-sahariana como a regido mais afetada do planeta, com 29,4
milhdes de casos. O segundo lugar é ocupado pela regido da Asia e Pacifico, onde
existem 7,2 milhdes de pessoas vivendo com o virus. Os numeros de casos notificados
nas outras regides sao: América Latina, 1,5 milhdo; Europa Oriental e Asia Central, 1,2
milhdo; América do Norte, 980.000; Europa Ocidental, 570.000; Africa do Norte e
Oriente Meio, 550.000; Caribe, 440.000; e Australia e Nova Zelandia, 15.000. Segundo
0 Boletim OMS de 2000, de todo o continente americano, o Brasil tem o segundo
numero absoluto de pessoas vivendo com o HIV, 540.000, sendo superado somente

pelos Estados Unidos.

1.1. O agente etiologico da AIDS

O virus HIV-1 ¢ o agente etioldgico da AIDS. Apods o relato dos primeiros casos de
AIDS, no inicio da década de 80, o HIV foi isolado em pacientes com linfadenopatia
(hiperplasia dos linfonodos) persistente por trés grupos independentes de pesquisadores
(Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo et al., 1984; Levy et al., 1984; Popovic et al., 1984).
Em 1986, outro tipo de retrovirus associado a imunodeficiéncia humana foi encontrado
em pacientes com AIDS na Africa Ocidental (Clavel et al., 1986). Este novo virus foi

denominado HIV-2 e os isolados iniciais foram agrupados juntos como HIV-1. Os dois



tipos de HIV (HIV-1 e HIV-2) possuem organiza¢do gendmica, morfologia e tropismo
celular semelhantes, porém diferem quanto a transmissibilidade, a viruléncia e a
distribuicao geografica: enquanto os casos de infeccdo pelo HIV-2 permanecem quase
restritos & Africa Ocidental, o HIV-1 dispersou-se por todos os continentes e ¢ o

responsavel pela pandemia de AIDS.

Como serd visto a seguir, o HIV-1 ¢ um retrovirus complexo, da subfamilia dos
lentivirus. Nesta se¢do da introdugdo serdo apresentadas algumas caracteristicas do

virus HIV-1 de relevancia para a tese.

1.1.1. Classificacao sistematica

Os retrovirus sdo virus cujo material genético ¢ apresentado em duas fitas de
RNA simples de polaridade positiva. Eles sdo assim denominados devido a sua
habilidade em fazer a transcricdo reversa do RNA em DNA. Na natureza, estdo
amplamente distribuidos, infectando vertebrados. Antes da difusdo das técnicas de
seqiienciamento, os retrovirus eram classificados de acordo com critérios morfologicos
determinados por microscopia eletronica e segundo o seu comportamento no organismo
do hospedeiro, ou seja, pela natureza e conseqiiéncia de sua acdo sobre as células

infectadas e por sua especificidade de hospedeiro.

Assim, a partir de seu comportamento biologico, os retrovirus foram divididos
em oncovirus, lentivirus e espumavirus. Apos informagdes contidas nas seqiiéncias de
seus genomas se tornarem disponiveis, os retrovirus passaram a ser classificados em
quatro grupos, com base nas suas relagdes evolutivas. Segundo esta nova classificagao,

um destes grupos corresponde a familia dos lentivirus.

Os lentivirus sdo assim chamados por possuirem um longo periodo de incubagao
e causarem infecc¢do cronica em seus hospedeiros, como ocorre com o HIV-1. A familia
inclui, além dos HIV-1 e 2, os virus da imunodeficiéncia de simios (SIV), o virus da
anemia infecciosa de eqiliinos (EIAV) e o virus visna, que infecta os carneiros (Doolittle
& Feng, 1992). Os HIVs e os SIVs formam a familia dos lentivirus de primatas
(Doolittle & Feng, 1992; Doolittle et al., 1990).



1.1.2. O genoma do HIV-1

De modo geral, os genomas de todos os retrovirus sdo compostos por quatro
segmentos basicos, que sdo as regides LTR (long terminal repeats) e os genes gag, pol e
env. Contudo, como dito anteriormente, os lentivirus sdo retrovirus complexos, o que
significa que o seu genoma contém, além dos elementos citados, um conjunto de genes
acessorios e reguladores que controlam a replica¢do do virus, ou seja, os genes vif, vpr,
tat ,rev e nef. A estrutura bdsica, e provavelmente ancestral, do genoma dos lentivirus
de primatas ¢ formada, nesta ordem, pelos segmentos LTR-gag-pol-vif-vpr-tat-rev-env-

nef-LTR (Doolittle & Feng, 1992; Doolittle et al., 1990).

As regidoes LTR estdo localizadas nas duas extremidades do genoma dos
retrovirus. Estes elementos contém regides importantes para a regulacdo da transcricdo
dos provirus (moléculas de DNA virais produzidas por transcri¢do reversa e integradas
nas células do hospedeiro). O gene gag codifica as proteinas que compdem o capsideo
viral, ou seja, que formam a sua estrutura protéica. O gene pol, por sua vez, codifica as
enzimas transcriptase reversa, protease e integrase. Estas enzimas sdo produzidas como
uma poliproteina Gag-pol precursora que posteriormente ¢ processada pela protease

viral.

O gene env codifica glicoproteinas que, na particula viral madura, estdo inseridas
na membrana lipidica, também chamada de envelope, que recobre o envoltorio protéico
do virus. As glicoproteinas do envelope desempenham um papel crucial no processo de
infeccdo, pois ¢ através delas que o virus interage com os receptores localizados na

superficie das células do hospedeiro e penetra nestas células.

O HIV-1 contém os genes reguladores vif, vpr, tat ,rev € nef encontrados em
todos os lentivirus. Além destes, este virus também possui os genes vif, vpu e vpx. De
modo geral, estes genes controlam a replicagao do HIV-1, seja ativando a transcricdo do
seu genoma (gene tat), promovendo a exportacdo do RNA mensageiro viral do nucleo
para o citoplasma (gene rev) ou potencializando a liberagdo do virus para fora da célula
infectada (vpu), por exemplo (Kuiken et al., 2000a). A estrutura do genoma do HIV-1 ¢

apresentada na figura 1.
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Figura 1. Estrutura do genoma do HIV-1

1.1.3. A particula Viral

Um esquema da particula do HIV-1 ¢ apresentado na figura 2.

Glicoproteina de
transmembrana (env) gp41
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(gag) MAp17 . !
Transcriptase reversa

Glicoproteina de superficie

¥ (env) gp120
— o
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Protease e integrase (pol) (gag) MAp24

Figura 2. Estrutura da particula viral do HIV-1

O gene gag codifica uma proteina precursora de 55kDa a qual, durante a

replicagcdo do virus, € clivada pela protease viral, dando origem as proteinas p24, p17,

p7 e p6 (figura 2). A proteina pl17 compde a matriz do virus e é encontrada logo abaixo

do seu envelope. A proteina p24 forma o nucleocapsideo, no interior do qual estdo

localizadas as duas fitas de RNA. As proteinas p7 e p6 estdo associadas ao material

genético do virus.

No HIV-1, o gene env codifica uma glicoproteina precursora de 160kDa,

chamada de gp160. Esta proteina € processada por enzimas celulares em um complexo
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ndo-covalente inserido no envelope da particula viral madura. Os componentes do
complexo sdo as glicoproteinas gp41 e a gp120. A inser¢dao do complexo no envelope se
da através da gp41l (glicoproteina transmembrana), enquanto a gpl120, ancorada na

primeira, ¢ exposta ao meio externo.

Como para outros virus, as glicoproteinas do envelope representam as estruturas
mais externas da particula viral e sdo, assim, o principal alvo da resposta imune do
hospedeiro. Conseqiientemente, estas moléculas e, naturalmente, o gene env que as
codifica, se caracterizam por uma grande variabilidade. Contudo, esta diversidade ndo
esta homogeneamente distribuida ao longo do gene e de seu produto, a glicoproteina

precursora gp160.

Na realidade, a partir da andlise de diversas moléculas de gpl60, esta
glicoproteina foi subdividida em regides constantes e em regides de grande
variabilidade. As regides constantes receberam os nomes C1, C2, C3, C4, C5 e C6,
enquanto as regides hipervaridveis foram designadas V1, V2, V3, V4 e¢ V5. Os
parametros utilizados para a determinagdo destas regides foram a comparacdo das
seqiiéncias de aminodcidos de diversas proteinas (estrutura primaria), a andlise da
conformacado das diversas regides da molécula gp160 (estruturas secundaria e terciaria)
e a localizagdo dos seus sitios de glicosilagao ( Modrow et al., 1987; Starcich et al.,

1986; Willey et al., 1986).

A distribuicdo dos segmentos constantes e variaveis na gpl60 ¢ apresentada na

figura 3.

COOH

" 3 1

V1 V2 V4 C3 V5C4 C5 Co6

gp 120 gp 41

Figura 3 — Regides constantes (C) e variaveis (V) da glicoproteina gpl60 do HIV-1. Como pode ser
observado na figura, todas as regides variaveis estdo localizadas na por¢do N-terminal da molécula que
corresponde a glicoproteina de superficie gp120. A por¢do C-terminal, por outro lado, ¢ formada pelos
segmentos C5 e C6 e corresponde a glicoproteina transmembrana gp41




Como pode ser observado, todas as regides varidveis estdo localizadas proéximo a
por¢do N-terminal da molécula, onde se localiza a glicoproteina gp120 (Modrow et al.,
1987, Starcich et al., 1986; Willey et al., 1986). Uma destas regides hipervariaveis, a
regido V3, representa uma estrutura especialmente importante para a biologia do virus e
para a sua interagdo com os hospedeiros humanos. Além disto, como a regido V3 serd
objeto de estudo da tese, sua estrutura e importancia funcional serdo resumidamente

abordadas a seguir.

A estrutura da regido V3 ¢ composta por 33 a 35 residuos de aminoacidos. Nas
suas duas extremidades sdo encontrados dois residuos de cisteina invaridveis que
interagem entre si, formando uma ponte dissulfeto. A interacdo entre estes dois residuos
de cisteina confere a regido a conformag¢do de uma alga, conhecida como al¢a V3

(Javaherian et al., 1989; Putney et al., 1986; Rusche et al., 1988).

Apesar da composicao da alga V3 ser extremamente heterogénea entre diferentes
cepas do HIV-1, esta estrutura possui alguns elementos extremamente conservados.
Além dos dois residuos de cisteina invaridveis, a parte central da alga V3, formada pela
seqiiéncia GPG (glicina-prolina-glicina), também ¢ bastante conservada entre as
variantes do virus (Catasti et al., 1996; Catasti et al., 1995). Desta forma, a variabilidade
da regido ¢ especialmente observada nos dois segmentos adjacentes aos residuos de

cisteina (Tian & Chen, 2002). A conformagao da alga V3 ¢ apresentada na figura 4.

A regido V3 contém o principal epitopo de neutralizagdo do virus, constituido
pelos residuos dos aminodcidos IPMGPGR(Q)AFY (Javaherian et al., 1989; Putney et
al., 1986; Rusche et al., 1988). Como pode ser visto na figura 4, este epitopo inclui o
motivo protéico conservado (sublinhado) encontrado no topo da alga V3. Além disto, a
regido contém também epitopos capazes de induzir a resposta imune celular mediada
por linfocitos T citotoxicos (Casement et al., 1995). De um modo geral, os elementos
efetores da resposta imune especifica sdo os anticorpos e as células T citotoxicas,
capazes de reconhecer, respectivamente, antigenos soluveis e apresentados pelas
moléculas de histocompatibilidade; os epitopos sdo, por sua vez, os sitios dos antigenos
com os quais os anticorpos e os receptores das células T interagem. Os epitopos
localizados em antigenos de patdogenos ou de toxinas e que s3o reconhecidos por

anticorpos sao conhecidos como epitopos de neutralizagao.



Glicina

Proli Motivo
rolina GPG
Glicina
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a-hélice
nascente
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v . ’/ Dissulfeto

Figura 4— Conformacao da alca V3 do HIV-1. Nas duas extremidades da alca estdo os dois
residuos de cisteina que interagem entre si para formar a ponte dissulfeto. No topo da al¢ca podem
ser vistos os residuos de glicina, prolina e glicina que formam o motivo protéico GPG,
extremamente conservado entre as seqiiéncias do virus. A conformagao da alga V3 possui alguns
elementos estruturais secundarios bem definidos: uma volta no topo, onde se localiza o motivo
GPG, regides de fitas [ adjacentes a volta nas regides N e C-terminais e uma hélice nascente na

regido C-terminal.

Além de sua imunogenicidade, a regido V3 estd envolvida: 1) no tropismo do
HIV-1, uma vez que participa da interagdo do virus com os co-receptores celulares
CCRS5 e CXCR4 nas diferentes fases da infecgao (van Rij et al, 2000); 2) na penetragao
do virus nas células do hospedeiro (Fouchier & Schuitemaker, 1996); e 3) na aquisi¢ao
do fenotipo indutor de sincicio (fenotipo SI), observado em virus obtidos de pacientes
nos estagios tardios da imunodeficiéncia (Fouchier & Schuitemaker, 1996). Este tema -
os fenotipos do HIV-1 no curso da imunodeficiéncia - por ser especialmente relevante

para a tese, serd abordado no item 5.1.1, Discussao.

Devido a sua imunogenicidade e a sua importancia funcional, existe um grande

interesse dos grupos de pesquisa acerca da estrutura e da diversidade da regido V3. Isto
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se reflete no acimulo de grande nimero de seqiiéncias da regido disponiveis nos bancos

de dados e na ampla literatura que existe sobre o tema.

1.1.4. A Variabilidade do HIV-1

Uma caracteristica importante dos virus RNA, como os retrovirus, ¢ a sua
grande variabilidade. Esta variabilidade ¢ observada tanto nas seqiiéncias de seus
genomas (variabilidade genética) quanto nas proteinas que compdem as estruturas
desses virus (variabilidade antigénica). Durante as ultimas décadas, varios trabalhos
mostraram que estes virus RNA compartilham algumas caracteristicas, como uma
grande mutabilidade. Além do HIV-1, outros exemplos de virus RNA patogénicos para
o ser humano sdo o virus influenza e o virus da hepatite C (Domingo et al, 1997,

Overbaugh & Bangham, 2001; Sala & Wain-Hobson, 1999).

Em conseqiiéncia de sua enorme mutabilidade, os virus RNA sdo capazes de
responder rapidamente as alteracdes do meio, como por exemplo a resposta imune do
hospedeiro e a administragdo de drogas antivirais. Além disto, o aparecimento continuo
de genomas mutantes dificulta substancialmente o desenvolvimento de vacinas efetivas

contra os mesmos (Novitsky et al., 2002).

1.1.4.1. Origem da Variabilidade

A base molecular da extrema variabilidade dos virus RNA ¢ o fato de suas
enzimas RNA polimerases e transcriptases reversas (encontradas nos retrovirus) nao
possuirem a propriedade de corre¢do das moléculas de 4cidos nucléicos nascentes
durante o processo de replicagdo viral, propriedade esta comum as DNA-polimerases de
outros organismos. Esta auséncia de corre¢do das RNA-polimerases e transcriptases
reversas resulta em uma taxa de erro na incorporagao de nucleotideos de
aproximadamente 10~ a 10~ por sitio, por ciclo de replicagdo (a taxa de erro das DNA
polimerases estd em torno de 10® substitui¢des por sitio por ciclo de replica¢do). No
HIV-1, por exemplo, cujo genoma possui cerca de 10 kb (kilobases), a cada ciclo de
replicagdo, seu genoma adquire em média uma substituicdo de nucleotideos (Domingo

etal., 1997; Meyerhans & Vartanian, 1999; Overbaugh & Bangham, 2001).



Além da enorme probabilidade de mutagdo por geracdo, a complexidade
genética da populagdo viral em um hospedeiro infectado também sera determinada pelo
numero de ciclos de replicacdo que ocorre. No caso do HIV-1, a cada dia sao
produzidas em média 10" particulas virais (Markowitz et al., 2003). Assim, os virus que
possuem taxas elevadas e continuas de replicacdo, como o HIV-1, desenvolvem um
grau extraordindrio de diversidade em suas seqiiéncias (Domingo et al., 1997
Overbaugh & Bangham, 2001). Ainda em relagao a infec¢ao pelo HIV-1, o longo curso
da infeccao, somado aos erros na incorporacao de nucleotideos e a sua elevada taxa de
replicacdo, também contribui para a geracdo de uma quantidade enorme de variantes

virais.

Entre os retrovirus, além dos erros na incorporagdo de nucleotideos mediados
pela transcriptase reversa (TR) e das suas elevadas taxas de replicagdo, um outro
processo contribui para a enorme diversidade observada em seus genomas. Durante a
transcricao reversa do RNA viral, a TR pode “pular” de uma fita de RNA para outra
(como foi visto, o genoma do HIV-1 é composto por duas fitas de RNA). Este processo
¢ conhecido como recombinacao homoéloga. O resultado da recombinagao ¢ a sintese de

uma fita de DNA viral contendo segmentos dos dois RNA iniciais (Hu & Temin, 1990).

Contudo, para que o processo de recombinagdo contribua substancialmente para
a geracdo de diversidade, ¢ necessario que as duas fitas de RNA encontradas em uma
particula viral sejam distintas uma da outra, ou seja, ¢ necessario que anteriormente
tenha ocorrido a produgdo de genomas virais “heterozigotos”. Por sua vez, para que
estes genomas “heterozigotos” sejam formados, ¢ preciso que em algum momento uma
unica célula do hospedeiro tenha sido simultaneamente infectada por duas variantes do
virus (Hu & Temin, 1990). Este processo - a co-infecgdo de um mesmo individuo por
duas variantes virais - foi demonstrado em casos de infeccdo pelo HIV-1 (Janini et al.,
1998). Além dessa evidéncia epidemioldgica, a literatura mostra que uma grande
quantidade das cepas de HIV-1 circulantes possui genomas recombinantes (Holguin et

al., 2000; Liitsola et al., 2000; Vicente et al., 2000; Yirrell et al., 2002).

1.1.4.2. Quasispecies

Como conseqiiéncia da elevada taxa de erro das RNA polimerases e das TRs,
uma grande quantidade de genomas mutantes sdo produzidos durante a replicagdo dos

virus RNA. Deste modo, as populagcdes de virus RNA que se replicam em um
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hospedeiro infectado sdo espectros extremamente dinamicos de mutantes conhecidos

como quasispecies.

Como resultado da imensa complexidade destas populagdes virais, as
quasispecies sdo capazes de responder rapida e eficientemente as perturbacdes do meio
ambiente onde se replicam. A eficiéncia desta resposta se deve ao fato dos virus
oferecerem um grande espectro de mutantes sobre o qual a sele¢do natural pode atuar.
Quando existem alteragdes no meio ambiente, por exemplo, pela administragdo de
drogas antivirais e pelo desenvolvimento da resposta imune adaptativa, a presenca de
um ou mais mutantes mais aptos a replicar neste novo ambiente faz com que a
populacdo viral derivada desses mutantes ganhe aptidao (fitness) e aumente suas

chances de sobreviver.

Desta forma, a base da adaptabilidade dos virus RNA ¢ a amplificacao seletiva
de um subgrupo de genomas mais aptos a se replicar em um meio ambiente alterado
(Domingo et al., 1997). No caso do HIV-1, a pressdo seletiva exercida pelo sistema
imune permite aos virus se adaptar no sentido de encontrarem novas cé¢lulas-alvo no
hospedeiro e, assim, manterem uma infec¢do persistente (Overbaugh & Bangham,

2001).

Na infecgdo pelo HIV-1, apesar da grande diversidade continuamente gerada na
populacdo de virus durante o curso da imunodeficiéncia, quando estes virus sdo
transmitidos a um novo hospedeiro susceptivel, existe um significativo estreitamento
desta diversidade. Em conseqiiéncia, as populacdes de virus recuperadas de infecc¢des
primarias sdo mais homogéneas e possuem uma distribui¢do mais estreita de
quasispecies virais do que as populagdes encontradas nos individuos doadores

(Overbaugh & Bangham, 2001).

Apesar do estreitamento da variabilidade ser observado durante a transmissao do
HIV-1 por qualquer via, as quantidades de virus as quais os individuos receptores estao
expostos pode variar, dependendo do modo de infec¢dao. De modo geral, as transmissdes
pelas vias sexual e vertical envolvem quantidades pequenas de virus e de células
infectadas, enquanto grandes cargas de virus podem ser transmitidas quando ha contato
direto com o sangue, como ocorre nas transmissoes através do compartilhamento de

seringas e durante as transfusdes de sangue (Quifiones & Arts, 2001).

Existem diversos fatores seletivos que impdem este estreitamento da

diversidade, dentre os quais podem ser citados: 1) fatores do hospedeiro, como a
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imunidade inata; 2) a densidade de células-alvo no local da infec¢do, 3) o numero de
particulas virais transmitidas; e 4) a estrutura das quasispecies do hospedeiro
transmissor. De qualquer modo, o estreitamento da populagao de quasispecies durante o
processo de transmissao do virus atua como um evento fundador e, em conseqiiéncia, a
progénie viral produzida no inicio da infec¢do resulta da expansdo de uma ou poucas

particulas virais (Quifiones & Arts, 2001).

Durante o processo de transmissdo a um novo hospedeiro e na posterior
expansao de um clone particular de HIV-1 ocorre um processo de selecao natural, de
modo que os virus encontrados nos estagios iniciais da infec¢do possuem caracteristicas
distintas daqueles observados nos estagios mais tardios. De um modo geral, os isolados
virais de individuos nos estagios iniciais da infeccdo pelo HIV-1 apresentam baixas
taxas de replicagdo, nao possuem capacidade de induzir a formagao de sincicios in vitro
(fenotipo NSI), replicam mais eficientemente em macréfagos do que em células T
transformadas e utilizam preferencialmente o co-receptor CCRS5 para infectar a célula
(Fouchier & Schuitemaker, 1996; Quifiones & Arts, 2001).

Por outro lado, em estagios avancados da imunodeficiéncia, a maioria das cepas
virais apresenta altas taxas de replicacdo, replicam-se com maior eficiéncia em células T
e em aproximadamente 50% dos individuos os virus adquirem a capacidade de induzir
sincicios (fendtipo SI). Além disto, necessitam do co-receptor CXCR4 para infectar
novas cé€lulas. Apesar das variantes SI/CXCR4 dominarem as populagdes de
quasispecies nas fases mais avancadas da imunodeficiéncia, as variantes NSI/RS sdo
tipicamente transmitidas para os hospedeiros durante o processo de infec¢do (Fouchier

& Schuitemaker 1996; Quifiones & Arts, 2001).

1.1.4.3. Subtipos de HIV-1

Além da estrutura de quasispecies encontrada nos hospedeiros infectados, uma
outra conseqiiéncia natural da grande variabilidade do HIV-1 ¢ a grande diversidade
observada entre os virus que circulam na epidemia. Assim, na tentativa de organizar
esta diversidade, até 1992 as variantes do virus eram identificadas como ‘“americanas”

(American-like) ou “africanas” (African-like), com base em seu local de origem.

Com o isolamento e a andlise de novos espécimes, esta separacdo tornou-se
inadequada e foi proposta uma classificagdo em subtipos de seqii€éncias. No momento, 9

subtipos “puros” sdo reconhecidos e nomeados A, B, C, D, F, G, H, J e K. Junto com os
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subtipos, 15 formas recombinantes circulantes (CRF) sdo encontradas nos diferentes locais
afetados pela epidemia, sendo as mais comuns a CRF02_AG e a CRF01_AE (Osmanov et
al., 2002). Os subtipos “puros” e os CRFs formam o grupo M (major). Amostras muito
divergentes, que ndo se agrupam com nenhuma dessas variantes, sdo coletivamente
conhecidas como grupo O (out-group) (Glirtler et al., 1994). Além dos grupos M e O, um
novo grupo foi proposto, N (new), formado por um pequeno niimero de amostras

descobertas nos Camardes (Simon et al., 1998).

Para evitar erros relativos a genomas recombinantes, o0 método de escolha para
classificacao do HIV-1 em subtipos ¢ a analise filogenética do genoma completo do virus.
Esta abordagem, contudo, por ser demorada e ter um alto custo, ndo pode ser aplicada em
larga escala, e deve ser integrada a inquéritos de epidemiologia molecular que incluam
técnicas mais acessiveis (Workshop Report from the European Commission DG XII,
1997). Uma alternativa utilizada com freqiiéncia € o seqiienciamento ¢ a analise de
pequenos fragmentos do genoma, especialmente dos genes gag ou env. Contudo, mesmo
esta ultima abordagem pode ser inacessivel, por exemplo, para grupos de pesquisa de
paises em desenvolvimento, ou simplesmente inaplicaveis a estudos envolvendo um

grande nimero de amostras.

Desta forma, diversas técnicas alternativas foram desenvolvidas, sendo a mais
utilizada o ensaio de mobilidade de heteroduplexes (Heteroduplex Mobility Assay) ou
HMA (Delwart et al.,, 1993) que possui quase 100% de correspondéncia com as
classificagdes obtidas por analise filogenética (Bachmann et al., 1994). A classificagdo do
HIV-1 em subtipos e subgrupos ¢ o desenvolvimento de técnicas acessiveis para o estudo
de sua diversidade resultaram na publicacio de um grande nimero de trabalhos,
descrevendo a presenca das variantes de HIV-1 nas diversas regides geograficas ou

subpopulagdes.

Apesar de sua importancia, os estudos de subtipagem possuem limitagdes
metodologicas. Em primeiro lugar, na sua quase totalidade, os trabalhos utilizam
amostras obtidas por conveniéncia € ndo representativas da populacao total. Em
segundo lugar, a maioria dos estudos emprega técnicas de subtipagem que analisam
somente um fragmento do genoma (geralmente a alga V3 do gene env). Devido a
crescente participacdo de formas recombinantes na epidemia mundial, quando se quer
determinar a qual subtipo um virus pertence qualquer técnica que ndo seja a andlise
filogenética de todo seu genoma pode resultar em erros de classificagdo, uma vez que

segmentos diferentes de um mesmo virus podem ser agrupados em subtipos distintos.
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Desta forma, sempre que as classificacdes em subtipos forem estabelecidas de
fragmentos do genoma do virus, os resultados devem indicar qual segmento gendmico

foi utilizado na andlise (Peeters, M., 2000).

1.2. Epidemiologia Molecular do HIV-1

A epidemiologia molecular de doengas infecciosas tem como objetivo recuperar
as informagdes contidas nos genomas dos microorganismos e utilizd-las no estudo das
epidemias. Diversos exemplos encontrados na literatura ilustram as maultiplas
possibilidades de utilizagdo de técnicas como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
a determinagdo e andlise de seqiiéncias de acidos nucléicos ou aminodcidos, seja na
investigacao de novas doencas, na identificacdo de patdgenos ou no estudo de formas
pouco comuns de transmissdo e desenvolvimento de doengas conhecidas (McDade &

Anderson, 1996).

Além disto, trabalhos recentes propdem modelos estatisticos que utilizam as
informagdes acumuladas nos genomas dos patdgenos para a reconstru¢do da dinadmica
da dispersao dos microorganismos nas populagdes de hospedeiros (Holmes et al., 1995;
Pybus et al., 2000). A compreensdo da historia da interacdo destas duas populagdes —
patdgenos e hospedeiros — permite fazer predigdes sobre os caminhos futuros das
epidemias. Um exemplo da parceria entre a epidemiologia cldssica e a biologia

molecular ¢ o estudo da epidemia da AIDS e de seu agente etioldgico, o HIV.

Uma ferramenta amplamente utilizada para o estudo da epidemiologia molecular
do HIV-1 ¢ a organizacdao das variantes em subgrupos, subtipos e CRFs. Além disto,
dentro de uma regido geografica mais restrita, a andlise de padrdes de mutacdo
observados em cepas de um mesmo subtipo também pode ser util para a reconstru¢ao da
trajetoria do virus entre individuos infectados por uma mesma via de transmissdo
(Kuiken et al., 2000b). Na se¢dao 1.2.2, a distribuicdo dos subtipos de HIV-1 na
epidemia mundial serd rapidamente apresentada junto com um exemplo da anélise de

padrdes de mutagdo na epidemiologia molecular do HIV-1.
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1.2.2. No mundo

A observacdo da distribuigdo geografica dos subtipos e subgrupos de HIV-1
permite que se facam algumas consideracdes. De modo geral, a epidemia nos paises
industrializados ¢ diferente da epidemia nos paises em desenvolvimento. Enquanto nos
primeiros, durante a década de 80 e inicio dos anos 90, a epidemia foi dominada pelo
subtipo B, na maioria dos paises em desenvolvimento, subtipos ndo-B sempre foram os
mais freqlientes. Uma excecdo ¢ a América Latina, onde o subtipo B domina a epidemia
desde o seu inicio. Segundo, apesar da grande diversidade do HIV-1, os subtipos A-D ¢ as
formas recombinantes CRFO1 AE e CRF02 AG sao os mais comuns no mundo. Dentre
os mais freqiientes, destaca-se o subtipo C, estimado como o responsavel pela metade das
infecgdes conhecidas (Essex, 1999), além de ser o que mais se expande na pandemia
atualmente (Osmanov et al., 2002). Esta observacdao pode ser atribuida, pelo menos em
parte, ao fato do subtipo C circular em paises com elevada incidéncia de novas infecgdes,

como Etiopia e India (Osmanov et al., 2002).

Contudo, os dados sobre a distribuicdo dos subtipos nas diversas populacdes e
regides geograficas afetadas pela epidemia ndo sdo homogéneos. Enquanto faltam
informagdes sobre os variantes que circulam em regides com grande numero de individuos
infectados (por exemplo, Mocambique, Angola e Republica Dominicana) existem dados
na literatura sobre os virus que circulam em paises como Suécia, Dinamarca e Finlandia,
todos com baixa prevaléncia de infec¢do. Isto mostra que o conhecimento que se tem da
diversidade do HIV-1 ¢ incompleto, abrindo caminho para a existéncia de variantes

genética e antigenicamente distintas dos virus descritos até 0 momento.

Claramente, a maior diversidade de seqiiéncias de HIV-1 ¢ observada no
continente africano. Na Africa sub-sahariana estdo presentes todos os variantes do virus
(incluindo os grupos O e N), sendo que a maior variedade de subtipos do grupo M ¢
encontrada na Africa Central (Camardes, Gabdo, Republica Democratica do Congo e
Republica da Africa Central) (Mboudjeka et al., 1999; Vidal et al., 2000). A presenca de
todos os subtipos do grupo M e de diversas formas recombinantes na Africa Central
corrobora a hipdtese de que a introdugdo e irradiagdo inicial do HIV-1 na espécie humana
ocorreu nesta regido (Vidal et al., 2000). Contudo, apesar da grande variabilidade
observada entre os isolados de HIV-1 africanos, em quase toda a Africa sub-sahariana a
epidemia ¢ dominada pelos subtipos A (incluindo a forma recombinante CRF02 _AG) e C
(Janssens & Nkengasong, 1997; Osmanov et al., 2002; Workshop Report from the
European Commission DG XII, 1997).
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Por outro lado, as epidemias do continente americano e da Europa Ocidental
foram fundadas pelo subtipo B e, durante mais de uma década, este foi o unico subtipo
encontrado nestas regides. Durante a década de 90, outros subtipos foram
progressivamente introduzidos nestes dois continentes, em parte através do contato
sexual com imigrantes africanos e asiaticos (Machuca et al., 2001; Op de Coul et al.,
2001b; Russel et al., 2000). Por exemplo, nos Estados Unidos, além do subtipo B,
também circulam os subtipos A, D, F e virus CRF-01 AE (Brodine et al., 1995; Gao et al.,
1994; Weidle et al., 2000). No Brasil e no restante da América Latina, apesar de haver
diferengas regionais, além do subtipo B também sdo encontrados virus A, C, D e F
(Bongertz et al, 2000; Hierholzer et al., 2002; Velarde-Dunois et al., 2000). Na Europa
Ocidental quase todos os subtipos sdo encontrados, mas as variantes ndo-B infectam
principalmente imigrantes, infectados em seus paises de origem (Alaeus et al., 1997,
Arnold et al., 1995; Boni et al., 1999; Clewley et al., 1996; Engelstad, 1996; Holguin et al.,
1999).

Como dito anteriormente, os métodos para a subtipagem ndo sdo a Unica
ferramenta disponivel para os estudos da epidemiologia molecular do HIV-1. Além da
subtipagem, a analise de padrdoes de mutacdao especificos em determinadas regides do
genoma tem sido utilizada para se reconstruir a dispersdo de cepas do virus dentro de
grupos sob risco para a infeccdo pelo HIV-1. Talvez o melhor exemplo desta
abordagem seja a historia dos virus do subtipo B que circulam dentro de diferentes

grupos de risco na Europa.

Durante a década de 90, diversos estudos mostraram que as cepas do subtipo B
que fundaram a epidemia entre os usudrios de drogas da Holanda, da Alemanha, da
Sui¢a e do Reino Unido possuem mutagdes nos genes env, vpr, vpu € na regido do gene
pol que codifica a enzima transcriptase reversa (RT) que as diferencia dos virus
encontrados nos homossexuais dos mesmos paises (Kuiken et al., 2000b). Dentre estas
mutagdes, a mais conservada entre os diferentes isolados ¢ uma substituicao sinonima

no segundo codon para a glicina (G) no motivo protéico do topo da alga V3 (gene env).

Na maioria dos isolados do subtipo B descritos na epidemia mundial, o c6don
para a segunda glicina no topo da al¢ca V3 ¢ GGG (Kuiken et al., 2000a). Contudo, para
a maior parte dos usuarios de drogas dos paises descritos anteriormente, o cddon para a
glicina neste sitio € GGC. Por outro lado, esta substituicdo sindnima ¢ raramente
encontrada entre os homossexuais infectados da mesma regido. J4 nos paises do

sudoeste da Europa, como Franga e Espanha, ndo ha segregacio de virus GGC e nao-
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GGC entre individuos destas duas populagdes sob risco (Lukashov et al., 1996). Desta
forma, a assinatura GGC no codon para a glicina, encontrada entre os usudrios de
drogas da Holanda, da Alemanha, da Sui¢a e do Reino Unido, foi utilizada como um
marcador para se reconstruir a dispersdao do HIV-1 dentro da populagao para outras

regides geograficas (Op de Coul et al., 2001a).

Nos paises da Europa Oriental e na Asia Central a epidemia pelo HIV-1 é mais
recente. No momento, esta regido experimenta um grande crescimento no nimero de
casos de infeccdo, especialmente associado ao uso de drogas injetaveis. Nestes paises,
de modo geral, os casos adquiridos por transmissdo homossexual sdo atribuidos
principalmente ao subtipo B, enquanto as infec¢des na populag@o heterossexual estdo
relacionadas a diversos subtipos do HIV-1, como A, C, D, F ¢ G (Bobkov et al., 1996;
Lukashov et al., 1995; Mayer et al., 1998).

Ainda nessa ultima regido, em meados da década de 90, ocorreu uma explosao
de casos de infecgdo entre usuarios de drogas injetaveis causada por virus do subtipo A
extremamente homogéneos, sugerindo que a epidemia tenha se iniciado a partir de um
unico evento de exposi¢do (Bobkov et al., 1997; Ferdats et al., 1999; Lukashov et al.,
1998). Em seguida, virus recombinantes AB, dos quais o segmento A parental foi
fornecido pelos virus do subtipo A que circulavam na mesma populagdo, também se
dispersaram rapidamente entre os consumidores de drogas injetaveis (Bobkov et al.,

1998; Liitsola et al., 1998; Liitsola et al., 2000).

Um caso especial ¢ a epidemia da Roménia. Neste pais, os primeiros casos de
infeccdo pelo HIV-1 foram detectados no final dos anos 80, entre criancas infectadas
através de agulhas e seringas contaminadas com virus do subtipo F (Apetrei et al., 1997).
Posteriormente, o HIV-1 foi identificado em outras popula¢des sob risco, como criancas
infectadas por transmissdo vertical e adultos que adquiriram o virus por contato sexual.
Contudo, até o fim da década de 90, o subtipo F se mantinha como o principal responséavel
pela epidemia em adultos e criangas na Roménia, apesar de outros variantes, como 0s
subtipos A, B, C, D e o recombinate CRF_01 AE, também terem sido identificados no pais
(Apetrei et al., 1998).

No sul e sudeste da Asia, os dois principais focos da epidemia, Tailandia e India,
tém historias de epidemias que se iniciaram por vias de infeccdo distintas associadas a
diferentes subtipos virais (Essex, 1999). Nos dois paises, at¢ meados da década de 90, a

maioria dos usudrios de drogas injetaveis (UDI) estava infectada por virus do subtipo B,

16



enquanto o recombinante CRF_01 AE (Tailandia) e o subtipo C (india) eram responséveis
pela maioria dos casos ocorridos por transmissdo heterossexual (Essex, 1999; Voevodin et
al., 1996). Nos ultimos anos, na Tailandia, observa-se o aumento da prevaléncia de
infecgdes pelos virus CRF 01 AE entre os usuérios de drogas (Kitayaporn et al., 1998;
Limpakarnjanarat et al., 1998). Por outro lado, na India, atualmente o subtipo C é o
responsavel pela maioria das infec¢des, independentemente da via de infeccdo. Ainda na

regido, o terceiro maior numero de casos € registrado em Miamar (Kusagawa et al., 1998).

A analise molecular das seqiiéncias do subtipo B da Tailandia, de Miamar e da
Malasia mostrou que, em sua maioria, estas seqii€ncias possuem uma mutac¢ao no topo da
alca V3 (motivo GPGQ) que as distingue das seqiiéncias prototipicas do subtipo B (motivo
GPGR). Além disto, nas arvores filogenéticas, estas seqii€ncias se agrupam separadamente
das seqiiéncias B americanas e européias. Desta forma, estas variantes asiaticas sao
denominadas subtipo B’ (Brown et al., 1996; Kusagawa et al., 1998; Limpakarnjanarat et

al., 1998; Mastro et al., 1997; Subbarao et al., 2000).

Na China, o uso de drogas injetaveis ¢ o principal fator de risco para a infec¢ao
pelo HIV-1, e a maioria das infeccdes estd associada ao subtipo C (Novitsky et al.,
2002). No Japao, até 1990, 80% dos casos de AIDS relatados haviam ocorrido em
hemofilicos e o subtipo B predominava no pais (Kitsutani et al., 1998). Na década de
90, cresceu o numero de casos de infeccao e de AIDS atribuidos ao contato sexual
(Ichikawa et al., 1997) e novos subtipos foram progressivamente identificados no pais,
como o A, o C e o recombinante CRF_01 AE (Chijiwa et al., 1999; Kitsutani et al.,
1998).

1.2.3. No Brasil

Os primeiros casos de AIDS no Brasil datam de 1980 (MS, 1995) e ocorreram
na regiao sudeste do pais. Durante a primeira metade da década de 80, a epidemia
esteve restrita as duas maiores regides metropolitanas, Sao Paulo e Rio de Janeiro mas,
desde entdo, vem espalhando-se para as outras regides brasileiras. Atualmente, ha
registros de casos de AIDS em todos os estados do pais, embora o maior numero de
casos ainda esteja concentrado nas regides mais desenvolvidas economicamente, Sul e

Sudeste.
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Além da heterogeneidade na distribui¢do geografica dos casos de HIV/AIDS, a
epidemia no Brasil ¢ composta por sub-epidemias distintas, com diversas vias de
transmissao e disseminadas em épocas diferentes. A participacdo das diversas categorias
de exposicdo na epidemia brasileira mudou ao longo do tempo (MS, 2002). Por
exemplo, durante a primeira década (1980 a 1990), a maior parcela dos casos de AIDS
registrados no pais estava associada a transmissao homossexual (32%), seguida do uso
de drogas injetaveis (18,5%). Naquele periodo, os casos atribuidos a exposicao por

contato hetero e bissexual representaram, respectivamente, 16,4% e 15,4% do total.

Durante os anos 90 ocorreu uma diminui¢do progressiva da propor¢do de casos
entre homo e bissexuais (13,0% e 8,8% em 2000, respectivamente) e uma disseminagdo da
infec¢do dentro do grupo de heterossexuais (43,5% em 2000). Além disso, ao longo das
duas décadas de epidemia, houve uma reducdo progressiva da propor¢do de casos de
AIDS entre individuos do sexo masculino e feminino: em 1990 a razao de sexo era

6,5:1 passando para 2,5:1 em 2002 (MS, 2002).

Quanto aos casos de AIDS em individuos infectados por via parenteral (usuarios
de drogas injetaveis ou hemotransfundidos) observa-se uma diminui¢do progressiva na
sua propor¢do. Na primeira década (1980-1990) os usuarios de drogas contribuiram
com 15,1% dos casos e os individuos infectados por transfusdes de sangue com 2,8%.
No final de 2002 as proporcdes de casos nestas duas populacdes eram de,
respectivamente, 2,6% e 0% (apenas 3 casos de transfundidos foram notificados neste
ano). O controle das infecgdes através de transfusdes de sangue se deve a introducdo dos

testes sorologicos para a deteccao de anticorpos especificos contra o virus, em 1985.

Apesar do primeiro caso de AIDS conhecido no Brasil ter ocorrido em 1980, o
virus HIV-1 foi isolado pela primeira vez no pais somente em 1987. Esta primeira
variante brasileira foi encontrada em um paciente com AIDS que havia recebido
transfusdo de sangue dois anos antes (Galvao-Castro et al., 1987). Desde entdo, foram
desenvolvidos diversos estudos visando a identificacdo e caracterizagdo molecular de
virus brasileiros. Com a classificacao dos variantes de HIV-1 em subtipos de seqiiéncias
observou-se que a grande maioria das cepas brasileiras agrupava-se com as seqiiéncias

prototipicas do subtipo B.

Atualmente sabe-se que pelo menos cinco subtipos circulam no pais, A, B, C, D
e F, além de diversas formas virais recombinantes B/F (Gao et al., 1996; Morgado et al.,

1994; Sabino et al., 1994), B/C (Guimaraes et al., 2002) e B/D (Tanuri et al., 1999).
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Contudo, o subtipo B permanece associado a grande maioria dos casos de infec¢cdo no
pais (Bongertz et al, 2000; Casseb et al., 1998; Couto-Fernandez et al., 1999; Covas et
al., 1998; Morgado et al., 1998b; Pinto et al., 1998; Tanuri et al., 1999; Vicente et al.,
2000), seguido do subtipo F (Couto-Fernandez et al., 1999; Pinto et al., 1998; Tanuri et
al. 1999; Vicente et al., 2000). Recentemente tem sido observado um crescimento no
numero de infec¢des associadas ao subtipo C na regido sul do pais (Guimaraes et al.,
2002). Por outro lado, as infec¢des pelos virus dos subtipos A e D parecem restritos a

um pequeno numero de casos (Guimaraes et al., 2002; Morgado et al., 1998a; Stefasi et

al., 2000).

1.2.4. A variante GWGR

Dentre as variantes virais que compdem a epidemia brasileira classificadas como
subtipo B, uma grande proporc¢do possui um padrdo de assinatura particular no topo da
alca V3 do gene env. Nestes virus, o aminodcido prolina, encontrado na segunda
posicdo do motivo protéico GPGX, extremamente conservado nos diferentes subtipos
que circulam na epidemia mundial (Kuiken et al., 2000a), estd substituido pelo
triptofano gerando o padrdo de assinatura GWGR. Nas seqiliéncias prototipicas do

subtipo B, o motivo protéico encontrado ¢ o GPGR.

Na literatura, a variante GWGR ¢ citada como subtipo B-Br, referéncia clara a
sua presenca no Brasil, ou subtipo B”, para diferencia-lo do variante B’ que circula na
Tailandia e em outros paises da Asia, como ji4 mencionado. Contudo, nas variantes
asidticas, a muta¢do que os caracteriza ocorreu no quarto aminoacido do motivo

protéico e seu padrao de assinatura ¢ GPGQ (Naganawa et al., 1997).

O primeiro relato sobre a existéncia de virus com o padrdo de assinatura GWGR
foi feito em um estudo do Japao publicado em 1991 (Hattori et al., 1991). Naquele
trabalho, foram analisadas amostras de 28 pacientes dos quais trés estavam infectados
por virus GWGR. O ano de soro-conversao ndo ¢ citado, mas os trés estavam no estagio
I da imunodeficiéncia segundo os critérios de classificagdo dos CDC (infecgdo
assintomatica). Os dados disponiveis no artigo referem que os trés pacientes haviam

adquirido a infecgao por via sexual, um dos quais na América do Sul.

No ano de 1993, a variante GWGR foi descrita no Brasil por Potts e

colaboradores (Potts et al., 1993). No trabalho, os autores mostraram que a variante
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GWGR estava presente em 35% das seqiliéncias do subtipo B analisadas (Potts et al.,
1993). A seguir, os trabalhos desenvolvidos no Brasil para a caracterizagdo molecular
de amostras de HIV-1 mostraram que uma parcela importante dos casos de infecgdo
pelo subtipo B no pais era atribuida a virus com a mutagdo P - W. Por exemplo, na
cidade do Rio de Janeiro, Tanuri ¢ colaboradores encontraram a variante GWGR em
37,5% de doadores de sangue infectados pelo subtipo B (Tanuri et al., 1999), enquanto
em outro trabalho com amostras da mesma cidade a proporg¢ao foi de 41% (Morgado et
al., 1998b). No Estado de Sao Paulo a variante GWGR estava presente em
aproximadamente 50% cos casos de infec¢do por virus do subtipo B (Casseb et al.,
1998; Covas et al., 1998). Quanto aos outros estados do Brasil, a variante também foi

identificada na Bahia (Potts et al., 1993) e em Goias (Stefasi et al., 2000).

Em outros paises, além do Brasil e do Japao, os virus GWGR também foram
encontrados em amostras da Argentina (Campodonico et al., 1996) e da Bolivia
(Velarde-Dunois et al., 2000). Contudo, apesar da variante GWGR ter sido descrita em
diversas regides, sua origem e relevancia para a pandemia do HIV-1 ndo sdo
conhecidas. Uma possivel explicagdo para a sua presenca nos diversos paises onde ¢
encontrada € que seus representantes regionais tenham se originado por mutacgdes
convergentes na regido da alca V3. Alternativamente, os virus GWGR podem ter
surgido uma Unica vez no contexto da epidemia e entdo se dispersado para as outras

regioes.
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2. Objetivos

O objetivo principal da tese de doutorado foi estudar a origem evolutiva e a
dispersao da variante GWGR do subtipo B do HIV-1 encontrado no Brasil e em outros
paises do mundo. Para que tal objetivo fosse alcangado, as seguintes etapas precisaram

ser cumpridas (objetivos secundarios):

1) Conhecer a distribuicdo mundial da variante GWGR.

2) Conhecer a diversidade do HIV-1 no Brasil para se compreender a
participagao da variante GWGR na epidemia brasileira.

3) Analisar filogeneticamente todas as seqiiéncias GWGR disponiveis no
mundo, além de uma amostra representativa das seqiiéncias GPGR.

4) Tragar o curso da epidemia GWGR no mundo.

5) Examinar os possiveis motivos para a disseminac¢ao da variante GWGR.
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3. Material e Métodos
3.1. Amostragem

O objetivo principal da tese de doutorado foi estudar a origem evolutiva do
variante GWGR do subtipo B encontrado na epidemia pelo HIV-1. Desta forma, o
primeiro passo para o desenvolvimento do trabalho foi a busca e sistematizagdo do
conjunto de seqiiéncias da regido V3 com os motivos GWGR e GPGR que seriam
utilizadas nas andlises subseqiientes. Para isto, todas as seqliéncias GWGR e GPGR
obtidas das diversas regides geograficas e disponiveis no banco de seqiliéncias
eletronico, ou Genbank, foram identificadas e selecionadas segundo critérios que serdo

expostos mais adiante neste texto (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Também para o desenvolvimento do trabalho, era necessario conhecer a
participacao do variante GWGR na epidemia brasileira. Assim, foi preciso que todas as
seqiiéncias da regido V3 do Brasil disponiveis no banco de dados e classificadas como
subtipo B, independentemente do motivo protéico existente no topo da alga V3, fossem

identificadas e analisadas.

Uma vez que as estratégias empregadas para a identificagdo das seqiiéncias
GWGR e GPGR mundiais e das seqiiéncias brasileiras foram diferentes, estas serdao

expostas separadamente ao longo do texto.

3.1.1. Amostra primaria

3.1.1.1. Seqiiéncias do mundo

A primeira etapa do trabalho foi a identificagao de todas as seqiliéncias com o
padrdo de assinatura GWGR na regido V3 e de todas as seqiiéncias com o motivo
parental GPGR na mesma regido disponiveis no Genbank. Para isto, a estratégia
utilizada foi o desenvolvimento de um script na linguagem Perl (Schwartz & Phoenix,
2001) capaz de reconhecer os dois padrdes de assinatura nas seqii€ncias traduzidas do
gene (seqiiéncias de ENV) sempre que estes motivos estivessem localizados entre dois
residuos de cisteina. A imposi¢cdo dos residuos de cisteina como delimitadores no script
foi feita para aumentar a especificidade da busca. Como dito na introdugdo da tese, a
regido V3 forma uma al¢a determinada por pontes dissulfeto entre residuos de cisteina

extremamente conservados.
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Por outro lado, uma vez que substituigdes dos aminoacidos glicina, glicina e
arginina encontrados, respectivamente, na primeira, na terceira € na quarta posi¢cao dos
tetrapeptideos (GXGR) sdo descritas na literatura, a possibilidade de tais mutacdes
existirem nas seqliéncias depositadas no banco de dados foi considerada no desenho do
programa. Desta forma, foram criadas quatro variagdes para cada padrdo de assinatura.

O script basico e suas variagdes estdo descritos a seguir:

Padriao de assinatura GPGR Padriao de assinatura GWGR
CX(n)GPGRX(n)C CX(n)GWGRX(n)C
CX(n)XPGRX(n)C CX(n)XWGRX(n)C
CX(n)GPXRX(n)C CX(n)GWXRX(n)C
CX(n)GPGXX(n)C CX(n)GWGXX(n)C

No dia 20 de julho de 2001, todas as seqiiéncias depositadas no Genbank foram
retiradas no formato FASTA (Higgings et al, 1996) e o arquivo foi rastreado com o
script descrito acima. A busca das seqiiéncias no banco de dados mostrou que, das
26.374 seqiiéncias disponiveis na data citada, 18.097 (68,6%) tinham o aminoacido
prolina na segunda posi¢ao dos tetrapeptideos permitidos no script enquanto que em

206 seqiiéncias (0,8%) este sitio era ocupado por um residuo de triptofano.

A partir das seqliéncias GPGR e GWGR identificadas no Genbank, uma amostra
primaria foi definida e analisada. Esta amostra primaria incluiu todas as 206 seqiiéncias
GWGR, além de uma amostra sistematica de 400 seqiiéncias com a assinatura GPGR,
retirada do conjunto inicial das 18.097 seqiiéncias encontradas no Genbank. Para que
esta amostra fosse obtida, os numeros de acesso, unicos para cada seqiiéncia depositada
no banco de dados, foram ordenados de forma crescente e, a cada 45 seqiiéncias, uma
foi retirada (por exemplo, a primeira, a seguir a 46° , a 917, e assim por diante). Esta
amostra sistematica foi necessaria uma vez que a analise de todas as seqiiéncias GPGR,
segundo os critérios que serdo definidos mais adiante, seria extremamente trabalhosa e

demorada.
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Para todas as seqiiéncias da amostra primaria:

1) Todas as seqiiéncias de nucleotideos correspondentes foram selecionadas do

Genbank.

2) Os dados referentes a classificagdo das seqiiéncias em subtipos foram obtidos
diretamente dos bancos de dados (Genbank ¢ PubMed) ou dos artigos cientificos onde

as seqiiéncias sao referidas.

3) Foram utilizados os critérios de exclusdo que serao posteriormente definidos no item

3.1.1.3 para a analise das seqiiéncias.

3.1.1.2. Seqiiéncias do Brasil

A segunda etapa do trabalho foi a andlise da diversidade na regido do gene env
entre as seqiiéncias do Brasil. A inclusdo de todas as seqiiéncias brasileiras nesta etapa
foi feita para se melhor estudar a participacdo da variante GWGR na epidemia
brasileira. Uma vez que um grande nimero de infec¢des no pais ¢ atribuido a variante
GWGR, era necessario conhecer a propor¢ao destes virus entre todas as seqili€éncias
brasileiras de HIV-1 (regido V3) depositadas no Genbank. Uma outra razdo para a
inclusdo de todas as seqiiéncias brasileiras no estudo € que, na literatura, além dos virus
GPGR e GWGR, outras variantes do subtipo B também sao descritas no Brasil. Desta
forma, desejou-se conhecer a extensdo da diversidade dos virus do subtipo B no pais
para se estudar as relagdes evolutivas entre estas outras variantes € os virus GPGR e

GWGR.

Para a identificacdo de todas as seqiiéncias do gene env do Brasil disponiveis no
Genbank foi utilizada uma estratégia diferente da empregada para as seqii€éncias GWGR
e GPGR mundiais. Neste caso, as seqiiéncias foram identificadas diretamente com o

auxilio das palavras-chave HIV-1, Brasil e env.

Os dados referentes a classificacao das seqiiéncias em subtipos, a regido (estado
ou cidade) de origem da seqiiéncia, a data de coleta da amostra e a provavel via de
infeccdo do paciente foram obtidos diretamente do Genbank ou dos artigos

correspondentes.

Em julho de 2001 havia 234 seqiiéncias contendo a regido V3 do gene env do

Brasil depositadas no Genbank. Estas seqiliéncias, definidas como a amostra primaria
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brasileira, foram analisadas segundo os critérios de exclusdo definidos no item 3.1.1.3.

3.1.1.3. Selecao das seqiiéncias

As seqiiéncias de aminoacidos e de nucleotideos com os motivos GPGR e
GWGR da amostra primaria do mundo e do Brasil foram analisadas segundo os critérios

definidos a seguir:

1) Foram excluidas todas as seqii€ncias de subtipos ndo-B do grupo M ou dos
grupos O e N. Na auséncia de informagdes quanto a classificacdo em subtipos, esta foi
feita por analise filogenética. Para isto, seqii€ncias prototipicas de todos os subtipos do
grupo M e dos grupos O e N disponiveis no Laboratério Nacional de Los Alamos

(http://hiv-web.lanl.gov) foram utilizadas como padrdo. Uma seqiiéncia de SIVcpz

(Simian Immunodeficiency Virus de chimpanzés) foi escolhida como grupo externo. As
seqliéncias com subtipo desconhecido, as seqiiéncias prototipicas € o grupo externo

foram  alinhadas pelo programa  ClustalW  (Higgins et al, 1996;

http://www.ddbj.nig.ac.jp/htmls/E-mail/clustalw-
e.html)http:// www.ddbj.nig.ac.jp/htmls/E-mail/clustalw-e.html. O alinhamento foi

ajustado manualmente. Uma arvore de Neighbor-Joining foi construida com as
seqiiéncias alinhadas usando-se o modelo de distdncia de Kimura-2 pardmetros. A
consisténcia dos ramos das arvores filogenéticas foi determinada pelo teste de bootstrap

(Efron et al, 1996).

Tipicamente, as seqiiéncias de diferentes subtipos formam ramos separados na
arvore filogenética. Além disto, a distancia genética entre os diferentes subtipos foi
estimada entre 0,162 e 0,190. Dentro dos subtipos, a distancia varia entre 0,054 e 0,155
(Triques et al., 2000). Desta forma, a classificacdo das seqiiéncias em subtipos foi feita
a partir de sua posi¢do dentro dos ramos formados pelas seqiiéncias prototipicas na
arvore filogenética. As distancias genéticas entre as seqiiéncias que estavam sendo
analisadas e as seqiiéncias prototipicas com as quais estas se agruparam também foram

calculadas para confirmar a classificagao.

2) Todas as seqiiéncias que continham fragmentos de outros subtipos (formas

recombinantes) foram excluidas.

3) No caso de existir mais de uma seqiiéncia obtida de um unico individuo

(clones), somente uma foi incluida.
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4) Quando: a) mais de um dos tetrapeptideos definidos pelo script foram
localizados em uma unica seqii€ncia ou b) o peptideo encontrado continha mutagdes na
primeira, na terceira ou na quarta posi¢do, ou seja, quando os respectivos aminoacidos
ndo eram glicina (G), glicina e arginina (R), as seqiiéncias de aminodcidos foram

alinhadas com seqiiéncias prototipicas do subtipo B (http:/hiv-web.lanl.gov). O

alinhamento foi feito com o programa ClustalW e ajustado manualmente. O
tetrapeptideo presente na crista da alga V3 do gene env, em cada seqiiéncia alinhada, foi
identificado analisando-se os sitios homologos nas seqiiéncias prototipicas. As
seqiiéncias que nao continham algum dos tetrapeptideos definidos pelo script descrito

no item 3.1.1.1 foram excluidas.

5) Foram excluidos todos os pseudogenes, todas as seqiiéncias com o motivo
GPGR com menos de 50 aminoacidos (150 nucleotideos) e as seqiiéncias que

continham multiplos sitios de nucleotideos sem informagdes definidas (missing data).

3.1.2. Amostra Secundaria
3.1.2.1. Seqiiéncias do mundo

A analise da amostra primaria das seqiiéncias GPGR e GWGR, feita segundo os
critérios definidos no item 3.1.1.3, mostrou que, das 400 seqiiéncias GPGR iniciais, 137
seqiiéncias preenchiam tais critérios e foram entdo excluidas; dentre as 206 seqiliéncias
GWGR, 125 foram retiradas da andlise da mesma forma. As 263 seqiiéncias GPGR e as
81 seqliencias GWGR restantes foram definidas como amostra secundaria. A
distribuicao geografica das seqiiéncias GPGR e GWGR da amostra secundaria esta

apresentada na tabela 1.

A tabela 1 mostra que a maioria das seqliéncias GPGR incluidas na amostra
secundaria foi obtida nos Estados Unidos, na Holanda, na Franca, na Italia e no Reino

Unido, paises onde o subtipo B ¢ responsavel pela maioria das infec¢des pelo HIV-1.
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Tabela 1Distribuiciao geografica das seqiiéncias do gene env do HIV-1do subtipo B com os
motivos GPGR e GWGR encontradas no Genbank

Pais GPGR GWGR  Pais GPGR GWGR
Alemanha - 1 Haiti 2 -
Argentina 1 3 Havai 1 -
Austrélia 8 - Holanda 31 2
Barbados 1 - Ilhas Reunidas - 1
Bélgica 1 - Indonésia 1 -
Bolivia - 2 Italia 20 -
Brasil - 54 Japao 11 1
Canada 1 - Lituania 1 1
China 1 1 Malasia 1 -
Chipre 1 - México 1 1
Coréia 3 - Paraguai - 1
Dinamarca 2 1 Reino Unido 14 -
Djibuti 1 - Repuiblica Checa - 2
Espanha 4 1 Russia 3 -
Estados Unidos 115 1 Suécia 8 -
Estonia 1 - Suica 4 1
Etiopia 1 - Tailandia 4 -
Filipinas - 3

Franca 20 4 Total 263 81

Contudo, somente duas seqiiéncias dos HIV circulantes nas epidemias regionais
da América Latina (Argentina e México) foram incluidas na amostra secundaria. Deve
ser ressaltado que nos paises desta regido existe um grande nimero de pessoas vivendo
com HIV/AIDS e a maior parcela dos casos sdo atribuidos ao subtipo B ( Bobkov et al.,
1998; Fernandez-Medina et al., 1999; Halani et al., 2001; Velarde-Dunois et al., 2000).
A razdo para esta distor¢ao ¢ o fato de que, na verdade, o banco de dados representa
uma amostra viciada da diversidade do HIV-1, ditada por interesses cientificos
relacionados as caracteristicas particulares de cada epidemia ou pelos recursos

econdmicos oferecidos para a pesquisa da infeccdo em cada pais.

A distribuicdo geografica das seqiiéncias GWGR (tabela 1) mostra que a
variante participa da epidemia em pelo menos 18 paises. No continente americano, além

do Brasil, a variante também estd na Argentina, na Bolivia, no México, no Paraguai e
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nos Estados Unidos. Na Europa, virus B com a assinatura GWGR circulam na Holanda,
Franca, Sui¢a, Alemanha, Dinamarca, Espanha, Republica Checa e Lituania. Dentre os
paises asiaticos, a variante foi detectada na China, no Japao, nas Filipinas e nas Ilhas

Reunidas.

Contudo, como pode ser observado na tabela 1, o maior numero de seqiiéncias
GWGR foi identificado no Brasil: das 81 seqiiéncias GWGR da amostra secundéria, 54
sdo brasileiras. Estes resultados sugerem que, apesar dos virus GWGR serem
encontrados em trés continentes, o Brasil representa o principal foco da epidemia por

esta variante.

3.1.2.2. Seqiiéncias do Brasil

Do grupo inicial de 234 seqiiéncias brasileiras, 55 seqiiéncias foram excluidas
por ndo preencherem os critérios de selecdo definidos no item 3.1.1.3. A distribuicao
geografica das 179 seqiiéncias brasileiras restantes estd apresentada na tabela 2 segundo

a sua classificacdo em subtipos.

Tabela 2. Numero de casos de AIDS registrados em cada estado até o ano de 2002 e distribuicio das seqiiéncias do gene

env do HIV-1 segundo subtipos e formas recombinantes obtidas de amostras do Brasil.

Subtipos e Formas Recombinantes* (FR)

Estado N° de Casos Subtipo B** outros Total
B-GPGR B-GWGR B-outros C D F FR

Sao Paulo (SP) 117.993 6 8 - 2 - 2 1 19
Rio de Janeiro (RJ) 36.462 31 37 14 1 1 5 12 101
Rio Grande do Sul (RS) 21.611 - - - 1 - - - 1
Minas Gerais (MG) 15.438 6 1 - - - 3 - 10
Parana (PR) 11.504 - - 1 - - - - 1
Bahia (BA) 5.423 9 1 1 - - 1 - 12
Amazonas (AM) 1.532 1 - - - - 1 4 6
Desconhecido - 11 7 8 2 - - 1 29
Total 64 54 24 6 1 12 18 179

* Todas as formas recombinantes foram agrupadas juntas independentemente dos subtipos parentais.
** O subtipo B segundo o padrio de assinatura encontrado no topo da alga V3.

Nessa tabela, os virus do subtipo B foram separados em trés grupos, B-GPGR,

B-GWGR e B-outros. Neste ultimo grupo foram incluidas todas as variantes do subtipo
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B que apresentavam outros motivos protéicos no topo da al¢ca V3 (por exemplo, GFGR,

GLGR, GGGR, etc) encontradas no Genbank.

Como “formas recombinantes” (FR) foram agrupadas na tabela todas as
seqliéncias de env obtidas de virus dos quais mais de um segmento do genoma havia
sido seqiienciado e onde a andlise destes fragmentos havia mostrado que pertenciam a
diferentes subtipos. Desta forma, todos os virus recombinantes foram agrupados juntos,
sem que padrdes especificos de recombinagdo fossem considerados. Estes virus
recombinantes foram excluidos das andlises subseqiientes, mesmo quando todo o

segmento do gene env (ou da regido V3) era classificado como subtipo B.

Como pode ser observado na tabela 2, a maioria das seqiiéncias brasileiras
encontradas no Genbank, 142 (79,3%), foi classificada como subtipo B. Dentre as
seqiiéncias do subtipo B, 64 apresentavam o motivo GPGR no topo da al¢a V3 enquanto

em 54 seqiiéncias o motivo GWGR foi encontrado.

Uma vez que nenhum trabalho para a caracterizagdo da diversidade do HIV-1 no
Brasil objetivou a identificagcdo especifica de uma das duas variantes do subtipo B em
detrimento da outra, ndo ¢ provavel que tenha havido vicio para a obtencdo das
seqiiéncias GWGR ou GPGR. Desta forma, o nimero semelhante de seqiiéncias GWGR
e GPGR do Brasil encontradas no Genbank comprova as observagdes feitas por
diversos autores de que as duas variantes circulam em propor¢des semelhantes na
epidemia brasileira (Casseb et al., 1998; Covas et al., 1998; Michael-Hendry et al.,
1996; Tanuri et al., 1999).

Ainda dentro do subtipo B, 24 seqiiéncias apresentaram outros motivos protéicos
no topo da alga V3. Estas variantes serdo estudadas separadamente no proximo capitulo:

“Resultados”.

Além do subtipo B, também foram encontradas no Genbank seqiiéncias
brasileiras classificadas como subtipos F (6,7%, n=12), C (3,6%, n=6), D (0,5%, n=1) e
formas recombinantes B/F e B/D (10,0%, n=18). Como descrito na literatura (Tanuri et
al., 1999; Bongertz et al., 2000), o subtipo F ¢ o segundo mais comumente encontrado
no Brasil. Quanto ao subtipo C, apesar de sua participacdo crescente na epidemia da
regido Sul do Brasil (Guimaraes et al., 2002), até¢ a data da busca, havia somente seis
seqiiéncias deste subtipo depositadas no Genbank, das quais duas ndo possuiam

referéncia quanto a sua origem geografica.
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Também como descrito na literatura, os subtipos A e D parecem representar
variantes raras no Brasil (Guimaraes et al., 2002; Morgado et al., 1998). Somente uma
seqliéncia do subtipo D tinha sido depositada no Genbank até o momento da busca e

nenhuma seqiiéncia A foi encontrada.

Para uma melhor caracterizagao da epidemia de HIV-1 no Brasil, o nimero de
casos acumulados de AIDS para cada estado até o final de 2002 (MS, 2002) também foi
incluido na tabela 2. Além disto, a figura 5 mostra a distribuicdo dos casos de AIDS e

das seqiiéncias do gene env nas diferentes regides do pais.

Como pode ser visto na tabela 2 e na figura 5, as seqiiéncias brasileiras foram
obtidas nos estados do Rio de Janeiro (n=101), Sao Paulo (n=19), Bahia (n=12), Minas
Gerais (n=10), Amazonas (n=6), Parand (n=1) e Rio Grande do Sul (n=1). Das 29

seqiiéncias restantes nao foi possivel descobrir sua origem geografica.

Até julho de 2001, ndo havia seqiiéncias do gene env relacionadas aos outros
estados do Brasil depositadas no Genbank. O fato de somente sete estados estarem
representados na figura 5 e na tabela 2 mostra que, na realidade, o conhecimento da
diversidade das cepas de HIV-1 que circulam no Brasil é pequeno e direcionado para os

virus encontrados na regido sudeste do pais.

A. Distribuicao dos casos de AIDS B. Distribuicio das seqiiéncias de env

> Centro-oeste

—> Norte

Desconhecido

Figura 5. Distribuigdo dos casos de AIDS (A) e das seqiiéncias do gene env (B) nas regides do

Brasil

A regido sudeste tem o maior nimero de casos acumulados de AIDS do Brasil,

67,3% do total (figura 5A), e representa a maior propor¢ao das seqii€ncias brasileiras do
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gene env depositadas do Genbank (72,6%) (figura 5B). Entretanto, mesmo quando
comparamos as duas maiores cidades brasileiras, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (ambas
localizadas na regido sudeste), a distribui¢do das seqiiéncias nao corresponde ‘a
magnitude das epidemias locais: enquanto Sdo Paulo concentra 45,5% dos casos,
somente 10,6% das seqiliéncias brasileiras representam sua epidemia (Bongertz et al,
2000; Couto-Fernandez et al., 1994; Covas et al., 1998; Gao et al., 1996; Gao et al.,
1998; Morgado et al., 1994; Sabino et al., 1996; Sabino et al., 1994). Por outro lado,
56,4% das seqiiéncias de todos os subtipos vieram do Rio de Janeiro (Bongertz et al.,
2000; Couto-Fernandez et al., 1994; Gao et al., 1998; Janini et al., 1998; Morgado et al.,
1998a; Morgado et al., 1994; Ramos et al., 1999; Sabino et al., 1994; Tanuri et al.,
1999), onde foram reportados 14,9% dos casos de AIDS.

Ainda na regido sudeste, 5,6% das seqiiéncias disponiveis foram colhidas em
Minas Gerais, com 5,7% dos casos. Nenhuma seqiiéncia do Espirito Santo foi

encontrada no Genbank.

Pouco se sabe sobre as variantes do virus que circulam nas demais regides do
Brasil. Duas seqiiéncias representam a epidemia na regido sul, uma classificada como
subtipo B, do Parana (Couto-Fernandez et al., 1994), e outra como subtipo C, do Rio
Grande do Sul (Gao et al., 1996), estados com, respectivamente, 4,5% e 7,5% dos casos
notificados. A regido norte contribuiu com seis seqiiéncias do Amazonas, 3,4% do total,
das quais quatro sdo formas recombinantes (Vicente et al., 2000). Menos de 2% dos
casos de AIDS foram descritos na regido e 0,6% no estado. O estado da Bahia, com
2,3% dos casos de AIDS, ¢ o tnico da regido nordeste a ter seqiiéncias no banco de
dados (Couto-Fernandez et al., 1994; Couto-Fernandez et al., 1999; Potts et al., 1993);
na regido nordeste foram notificados 9,4% dos casos. Nenhuma seqiiéncia do gene env

da regido centro-oeste do Brasil estava depositada no Genbank na data da busca.

Como visto acima, as informagdes sobre a diversidade do HIV-1 no Brasil estao
limitadas a poucas regides geograficas. Esta observacdo ¢ importante, uma vez que a
variabilidade do virus ¢ um desafio para o desenvolvimento de vacinas contra o HIV-1

(Osmanov et al. 2002).

Devido a relevancia da diversidade do HIV-1, em 1993 o Ministério da Saude
criou no Brasil a “Rede Nacional para o Isolamento e Caracterizagdo do HIV”. Os
principais objetivos da Rede Nacional s3o: 1) desenvolver um sistema para a vigilancia

continua da variabilidade entre os isolados de HIV-1 que circulam nas diferentes
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regides geograficas do pais, 2) conhecer as propriedades genéticas e antigénicas das
cepas relevantes para a epidemia brasileira e 3) participar dos esforgos internacionais
para a caracterizacao da variabilidade do HIV-1 (Galvao-Castro et al., 1996). Esta rede
nacional foi implementada nos moldes da “Rede para o Isolamento e Caracterizagcdo do
HIV”, criada pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) também no inicio da década
de 90 (Who Network for HIV Isolation and Characterization, 1994).

Contudo, das 179 seqiiéncias brasileiras encontradas no Genbank durante o
desenvolvimento do trabalho de tese, somente 24 (13%) haviam sido geradas pela Rede
Nacional (Bongert et al., 2000). As demais seqiiéncias resultaram de trabalhos

desenvolvidos por grupos regionais de pesquisadores.

3.1.3. Amostra final

A partir da amostra secundaria das seqiiéncias GPGR ¢ GWGR encontradas na
epidemia mundial e das seqiiéncias brasileiras, um subgrupo foi escolhido para a analise

filogenética. Este subgrupo foi definido como amostra final (tabela 3).
A amostra final incluiu:

a) quando disponivel, duas seqiiéncias com o motivo GPGR de cada pais onde a
variante foi encontrada; no caso de mais de duas seqiiéncias de um mesmo pais estarem
disponiveis, foram escolhidas as seqiiéncias mais longas e, entdo, as mais antigas,

segundo a data de coleta da amostra.
b) todas as seqiiéncias GWGR do mundo.

c¢) 55 seqiiéncias do Brasil classificadas como subtipo B com o motivo GPGR no
topo da alga V3. Como pode ser visto, nove seqiiéncias brasileiras com o motivo GPGR
foram excluidas da analise. A razdo para isto ¢ que tais seqiiéncias continham menos de
150 nucleotideos ou apresentavam multiplos sitios de nucleotideos sem informagdes

precisas (missing data).
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Tabela 3 Distribuiciio geografica das seqiiéncias de env do subtipo B com os motivos GPGR e
GWGR incluidas na arvore filogenética. A Tabela apresenta o ano de identificacio da
amostra mais antiga incluida na anélise.

GPGR GWGR GPGR GWGR
Pais Ano(n) Ano (n) Pais Ano (n) Ano (n)
Alemanha - 7(1) Haiti 1992 (2) -
Argentina 1991 (1) 1992 (3) Havai 1995 (1) -
Australia 1992 (2) - Holanda 1987 (2) 1991 (2)
Barbados 1992 (1) - Ilhas Reunidas - 1996 (1)
Bélgica 1998 (1) - Indonésia 1993 (1) -
Bolivia - 1996 (2) Italia ?7(2) -
Brasil 1988 (55) 1988 (54) Japao 1991 (2) 1997 (1)
Canada ?7(1) - Lituania 1996 (1) 1992 (1)
China 1991 (1) 1996 (1) Malasia 1992 (1) -
Chipre 1994 (1) - México 1998 (1) 1998 (1)
Coréia 1989 (2) - Paraguai - 1995 (1)
Dinamarca 1996 (2) 1996 (1) Reino Unido 1990 (1) -
Djibuti 1988 (1) - Republica Checa - 1997 (2)
Espanha 1999 (2) 1993 (1) Russia 1997 (2) -
Estados Unidos 1983 (2) 1999 (1) Suécia 1992 (2) -
Estonia 1999 (1) - Suica 1991 (2) 1992 (1)
Etidpia 7D - Tailandia 1994 (2) -
Filipinas - 1991 (3)
Franca ?7(2) 1993 (4) Total 98 81

Além das seqiiéncias GPGR e GWGR, a amostra final incluiu também o fragmento
correspondente a alca V3 da amostra ZR59 obtida da Republica Democratica do Congo
(antigo Zaire). Este fragmento representa a seqiiéncia mais antiga de HIV-1, obtida de
uma amostra colhida em 1959. Segundo os seus autores, esta seqiliéncia se localiza
préximo ao nod ancestral dos subtipos B, D e F (Zhu et al., 1998) na arvore filogenética.
Desta forma, o fragmento ZR59 foi incluido, pois se esperava que representasse a

seqliéncia ancestral de todas as variantes do subtipo B.

Contudo, para que fosse possivel estudar a dire¢do da evolucdo das seqiiéncias
GPGR e GWGR ao longo do tempo sem precisar pressupor a seqiiéncia ZR59 como
original, escolheu-se construir uma arvore filogenética com raiz, utilizando-se para isto
um grupo externo de referéncia. O grupo externo de referéncia ¢ um taxon (unidade
taxondmica, que no trabalho de tese sdo seqiiéncias de DNA) para o qual ha
informagdes prévias indicando que ele divergiu antes daqueles incluidos na andlise

filogenética. Neste caso, para grupo externo, foi escolhida uma seqiiéncia prototipica do
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subtipo A. Este subtipo foi incluido como grupo externo devido a clara distingdo entre
os subtipos A e B nas andlises filogenéticas. A seqiiéncia escolhida foi uma das
seqliéncias de referéncia disponiveis no Laboratorio Nacional de Los Alamos

(http://hiv-web.lanl.gov) (nimero de acesso AF069670).

3.2. Alinhamento das seqiiéncias

Para que a reconstrucdo filogenética das seqiiéncias de DNA selecionadas no
trabalho pudesse ser feita, era necessario que estas seqiiéncias fossem alinhadas.

O objetivo do alinhamento ¢ mover seqiiéncias de tamanhos diferentes para se
obter o maior niimero possivel de pares de sitios homologos de nucleotideos. De um
modo geral, se as seqiiéncias homodlogas tivessem todas o mesmo tamanho, elas
poderiam ser diretamente comparadas, visando a identificagio dos sitios onde
ocorreram substituigdes de nucleotideos. Contudo, uma vez que, freqlientemente, as
seqliéncias possuem numeros diferentes de nucleotideos, a sua comparacao envolve a
identificacdo dos locais onde devem ter ocorrido inser¢des e delecdes desde que
divergiram de um ancestral comum. Desta forma, um alinhamento representa uma
hipdtese especifica sobre a evolugdo das seqiliéncias em questao (Li, 1997).

Durante o processo de alinhamento, tanto as inser¢des como as delegcdes
introduzem intervalos nas seqiiéncias de DNA. Como muitas vezes ¢ impossivel saber
se houve a insercdo de nucleotideos em um grupo de seqii€ncias ou se ocorreu delecio
nas outras, os intervalos inseridos durante o alinhamento sdo chamados de “indels”
(insertions/deletions).

Quando a divergéncia entre as seqiiéncias ¢ pequena, as posi¢des dos intervalos
podem ser facilmente inferidas por inspecdo visual. Contudo, quando a divergéncia
entre as seqiiéncias ¢ grande ou quando muitas seqliéncias devem ser alinhadas
simultaneamente, o seu alinhamento necessita ser feito por programas de computador.
Apesar de diversos métodos terem sido desenvolvidos para o alinhamento de duas ou
mais seqiiéncias, o principio geral do alinhamento ¢ o mesmo e sera descrito a seguir
(Nei & Kumar, 2000a).

Para simplificar, vamos considerar inicialmente que somente duas seqiliéncias
precisam ser alinhadas. Uma forma simples de se fazer isto ¢ através de uma

comparag¢do bidimensional, utilizando-se uma matriz de pontos (figura 6).
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Figura 6. Exemplo de matriz de pontos usada no alinhamento de seqiiéncias.

Nesta matriz, os pontos sdo colocados quando os nucleotideos nas duas
seqiiéncias sdo idénticos. Isto significa que, se as duas seqiiéncias forem iguais, uma
linha diagonal de pontos serd tracada na matriz. No caso das seqiiéncias diferirem
devido a presenca de um intervalo em uma delas, a linha diagonal ird “saltar” no meio
da linha, o que permitira a identificagdo do intervalo (Nei & Kumar, 2000a).

Assim, um alinhamento entre duas seqiiéncias ¢ definido como uma seqiiéncia
ordenada de pares de nucleotideos. Quando nao ha insercdes ou delegdes, cada par
cont¢ém um nucleotideo de cada seqiiéncia. Por outro lado, se um intervalo foi
introduzido em uma das seqiiéncias, o par contera um nucleotideo e um elemento nulo
().

Uma vez que, além dos intervalos, as seqiiéncias também diferem devido a
substituicoes de nucleotideos, muitas vezes a identificacdo dos intervalos ¢ uma tarefa
dificil. Além disto, freqlientemente ¢ necessario o alinhamento de mais de duas
seqiiéncias. Por esta razdo diversos métodos matematicos e programas computacionais

foram propostos para a construgdo de alinhamentos de multiplas seqiiéncias. Dentre os
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métodos matematicos, o mais popular utiliza um indice de similaridade para a
comparagdo de cada par de seqiliéncias. Segundo este método, o alinhamento escolhido ¢
aquele que maximiza o indice de similaridade.

Para o calculo do indice de similaridade, considera-se o nimero de pares com
elementos iguais (0), o numero de pares com elementos diferentes () ¢ o numero de
intervalos (Yy) introduzidos durante cada possivel alinhamento, independentemente do
tamanho dos intervalos. A partir destes parametros a distancia entre as duas seqiiéncias

pode entdo ser medida por:

E=Min(w+wzy)

onde Min(.) representa o valor minimo de w1[3+w.y entre todos os alinhamentos
possiveis, w; ¢ a penalidade atribuida a pares diferentes e w, ¢ a penalidade para um
intervalo.

Contudo, a premissa de que a penalidade para um intervalo (w,) € a mesma,
independentemente de seu tamanho ¢ irreal. Assim, ¢ comum pressupor que a
penalidade de um intervalo ¢ uma fun¢ao de seu comprimento. Do mesmo modo, como
os pares com diferentes nucleotideos podem ocorrer devido a transi¢cdes ou
transversoes, diferentes penalidades (w;) também podem ser atribuidas as duas
situacdes. Com isto, a escolha do melhor alinhamento depende muito dos valores
relativos de w; e w,.

Quando se escolhe um valor para w; maior do que para w», o alinhamento com o
maior indice de similaridade tera muitos intervalos e poucos pares de nucleotideos
diferentes. Contudo, uma vez que, na natureza, as inser¢des e delecdes ocorrem com
menos freqii€ncia do que as substituigdes de nucleotideos, o alinhamento escolhido
nesta situacao poderd ser irreal. Desta forma, ¢ aconselhavel atribuir um valor superior a
w> do que a w; (Nei & Kumar, 2000a).

O alinhamento das seqiiéncias incluidas na analise filogenética foi feito com o
programa ClustalW (www.ddbj.nig.ac.jp/htmls/E-mail/clustalw-e.html), que utiliza o
indice de similaridade descrito. O ClustalW ¢ um programa computacional
desenvolvido para o alinhamento multiplo progressivo de um conjunto de seqiiéncias de

nucleotideos ou de aminoacidos com diferentes graus de diversidade.
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O alinhamento multiplo progressivo parte de suposi¢cdes prévias sobre as
relacdes filogenéticas das seqiliéncias determinadas a partir da sua ordem de ramificagdo
em uma arvore filogenética inicial (Higgins et al, 1996;
http://bimas.dcrt.nih.gov/clustalw/clustalw.html). O algoritmo bésico do alinhamento
multiplo consiste de trés estdgios principais: inicialmente, todas as seqiiéncias sdo
alinhadas par a par para o calculo de uma matriz de similaridade, que considera o
numero de residuos idénticos entre as duas seqiiéncias, uma penalidade para cada
intervalo introduzido e outra penalidade para cada par de nucleotideos diferentes, como
j& mencionado.

A seguir, arvores de Neighbor-Joining (NJ) sdo calculadas a partir da matriz de
similaridade com o objetivo de guiar o processo final de alinhamento. Finalmente,
grupos de seqiiéncias obtidos pelas arvores de NJ sdo progressivamente alinhados de
acordo com a ordem de ramificacdo das arvores-guia. Neste processo final, os pares de
seqiiéncias com as menores distdncias sdo alinhados primeiro, ¢ o alinhamento de
seqliéncias cuja relacao ¢ mais distanciada ¢ feito progressivamente, para grupos cada
vez maiores. Quando um intervalo € introduzido, ele ¢ colocado em todas as seqiiéncias
do grupo e os intervalos introduzidos nos alinhamentos prévios sdo mantidos fixos
(Higgins et al, 1996; http:/bimas.dcrt.nih.gov/clustalw/clustalw.html). Desta forma, no
algoritmo do alinhamento multiplo progressivo, a ordem na qual as seqiiéncias sao
alinhadas ¢ crucial (Li, 1997).

Apesar do algoritmo do alinhamento multiplo progressivo ser rapido e fornecer
resultados razoaveis, ndo ha garantia de que o melhor alinhamento foi encontrado (Nei
& Kumar, 2000a). Desta forma, os alinhamentos construidos pelos programas de
computador que empregam este algoritmo, como o ClustalW, devem ser sempre
inspecionados e freqiientemente precisam ser ajustados manualmente.

No caso das seqiiéncias do trabalho de tese, apds a inspec¢do visual do
alinhamento produzido pelo programa ClustalW, este alinhamento inicial foi
manualmente ajustado para se obter um produto final melhor. Para isto, uma das
seqiiéncias incluidas no alinhamento foi escolhida como ‘“guia”, para a qual o
alinhamento da seqiiéncia de aminoacidos correspondente também estava disponivel.

Inicialmente, os intervalos introduzidos nesta seqliéncia “guia” durante o
alinhamento feito pelo programa Clustal W foram reposicionados considerando-se: 1) a
formag¢do dos codons para os aminodcidos encontrados na seqiliéncia traduzida,

disponivel no artigo, para que esta se mantivesse na sua fase aberta de leitura e 2) a
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existéncia de intervalos no alinhamento original desta seqiliéncia. A seguir, os intervalos
das demais seqiiéncias foram reajustados, considerando-se aqueles da seqiiéncia “guia”.

Durante o ajuste do alinhamento, sempre que havia davidas sobre a localizagao
de um intervalo, as seqiiéncias de nucleotideos eram traduzidas pelo programa MEGA2

(http://www.megasoftware.net; Nei & Kumar, 2000). Uma razdo para este

procedimento é que o alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos geralmente produz
resultados melhores do que o alinhamento de nucleotideos. Isto ocorre porque os
aminoacidos sdo mais conservados na natureza, uma vez que muitas mutagdes nas
seqiiéncias de nucleotideos sdo sindnimas, ou seja, ndo resultam na substituicdo de
aminoacidos. Além disto, existem 20 aminodcidos e somente quatro nucleotideos, o que
faz com que a probabilidade de que dois sitios ndo homologos sejam idénticos pelo
acaso seja menor entre as seqiiéncias de aminodcidos do que entre as seqiiéncias de
nucleotideos (Nei & Kumar, 2000a).

Uma outra razao para a tradugdo das seqiiéncias durante o processo de ajuste do
alinhamento ¢ a identificagdo de cddons de terminacdo introduzidos no alinhamento
inicial. Obviamente, isto sé se aplica no caso de seqiliéncias codificadoras de proteinas.
Desta forma, quando o alinhamento de uma seqiiéncia codificadora contém cddons de
terminagdo em seu interior, isto significa que os intervalos foram mal posicionados e
que o alinhamento deve ser revisto.

No caso do trabalho de tese, a regido do genoma estudada codifica uma estrutura
do envelope viral e todos os pseudogenes (genes com codons de terminagdo) foram
previamente excluidos. Desta forma, a presenca de cédons de terminagdo introduzidos
durante o alinhamento inicial auxiliou o seu ajuste. O alinhamento final das seqiiéncias

¢ apresentado no Anexo I.

3.3. Distancia genética

O programa MEGA?2 (http:/www.megasoftware.net, Nei & Kumar, 2000a) foi
utilizado para a andlise das seqiiéncias alinhadas. No grupo das 180 seqiiéncias do
subtipo B, 285 sitios foram analisados para o céalculo de suas distancias evolutivas.
Estas distancias foram computadas ignorando-se os intervalos, introduzidos durante o
alinhamento, que envolviam apenas cada par de seqii€ncias comparadas, ou seja, as
dele¢des foram consideradas par a par. Devido a presenca de diversos intervalos nas
seqiiéncias incluidas na andlise, para somente 72 sitios de nucleotideos havia

informacgdes em todas as seqiiéncias. Desta forma, se somente estes sitios tivessem sido
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utilizados para o calculo das distancias genéticas (dele¢cdo completa), as informacdes

evolutivas contidas na maioria dos sitios seriam perdidas.

As seqiiéncias alinhadas foram analisadas para a escolha do modelo de distancia
que seria utilizado na analise filogenética. O primeiro passo foi o célculo da distancia p,
que representa a propor¢do de sitios com nucleotideos diferentes entre todos os
nucleotideos analisados (p = n4/n, onde ns= niimero de sitios diferentes e n = numero de
sitios estudados). A distancia p média entre todas as seqiiéncias foi 0,139, com erro
padrao (SE) de 0,009. Como pode ser visto na figura 7, a distancia p calculada foi

inferior a 0,2, o que poderia sugerir o uso desta distancia na construgao da arvore.
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Distiancia Genética

Figura 7. Relagdo entre distancia p estimada (eixo Xx) e proporgao real de sitios com substitui¢cdes
de nucleotideos (eixo y)

Contudo, deve-se levar em conta que o segmento do gene env escolhido para a
analise possui regides hipervariaveis, nas quais multiplas substituicdes podem ter
ocorrido. Assim, o valor de p encontrado, mesmo sendo relativamente pequeno, pode
refletir uma média entre regides varidveis e conservadas, caracterizando uma
subestimativa do valor verdadeiro. Neste caso, a distancia p ndo ¢ uma boa escolha para
o calculo das distancias genéticas entre as seqiiéncias (Nei & Kumar, 2000a).

Uma vez que a distancia p ndo deve ser aplicada as seqiiéncias em questdo,
torna-se necessario escolher o modelo de distancia genética mais adequado. O modelo
mais simples que corrige para multiplas substituicdes em sitios de nucleotideos ¢ o
modelo de Jukes-Cantor (Nei & Kumar, 2000a). Contudo, este modelo nao ¢ a melhor

escolha quando existem vicios em direcdo as transicdes ou desvios na composi¢do de
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nucleotideos. Desta forma, o passo seguinte foi calcular a proporc¢ao entre transi¢des e
transversoes nas seqiiéncias (R) e o seu conteudo de nucleotideos (contetido de GC).

A razado encontrada entre as transi¢des e as transversdes (R) foi 1,540, ou seja,
superior ao esperado (0,5) caso nao houvesse vicio em dire¢do as transi¢des. Em relagao
a composicao de nucleotideos das seqiiéncias, as propor¢des médias foram 21,6%, para
timina (T), 14,6% para citosina (C), 46,0% para adenina (A) e 17,8% para guanina (G).
O conteudo médio de G+C foi 32,4%. Como pode ser visto, observou-se um vicio em
direcdo a incorporagdo de adenina; este vicio ja havia sido descrito na literatura para as
seqiiéncias de HIV-1 (Kypr & Mrazek, 1987).

A existéncia de desvios no valor de R e no conteido de nucleotideos, quando
ndo corrigidos por um modelo de distancia adequado, pode resultar em estimativas
erradas das distancias genéticas entre as seqiiéncias (Nei & Kumar, 2000a). No caso das
seqiiéncias incluidas no trabalho, os valores de R e de G+C indicam que as mutagdes
acumuladas nestas seqii€éncias eram viciadas, tanto em direcdo as transigdes como em
relacdo a probabilidade de substituicdo entre as bases. Desta forma, o modelo de
distancia de Tamura 3-parametros foi escolhido para o calculo das distancias genéticas,
uma vez que corrige para os dois vicios observados (Nei & Kumar, 2000a; Tamura,

1992).

3.4. Analise filogenética

O método de Neighbor-joining (NJ) escolhido para a constru¢do da arvore
filogenética ¢ um dos métodos de distancia desenvolvidos para a reconstrucdo de
filogenias. De modo geral, nos métodos de distancia, a arvore filogenética € construida
considerando as relagdes entre valores de distancias evolutivas computadas para todos
os pares de seqiiéncias incluidos na andlise. Estas distdncias evolutivas sdo calculadas
segundo o modelo de distancia escolhido como o mais adequado para cada anélise (no
caso da tese, o modelo de Tamura-3). Apods estas distancias serem calculadas para cada
par de seqiiéncias, os valores encontrados sdao dispostos em uma matriz de distancia que

¢ utilizada para a construgdo da arvore.

O método de NJ utiliza o principio de evolugdo minima, segundo o qual a
melhor arvore é aquela cuja topologia possui a menor soma total de ramos internos (S).
No método de NJ, um algoritmo heuristico ¢ utilizado para a constru¢ao da arvore, e

este algoritmo ¢ denominado agrupamento de vizinhos. Desta forma, um conceito
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importante no método de NJ é o conceito de “seqiiéncias vizinhas”, que sdo definidas
como duas seqiiéncias que sdo conectadas por um Unico nd. A partir deste conceito, ¢
possivel definir a topologia de uma arvore através da unido sucessiva de “seqii€ncias

vizinhas”.

A constru¢ao de uma arvore de NJ comeca com a produg¢ao de uma arvore em
estrela, que ¢ construida sob a premissa de que ndo ha qualquer agrupamento entre as
seqiiéncias (figura 8A).

A) B)

Figura 8. Duas etapas do algoritmo para a construgao de arvores de NJ

Nesta arvore em estrela, os tamanhos dos ramos internos sdo estimados € a soma
de todos os ramos ¢ computada. A seguir, todos os pares de seqiiéncias sdo agrupados
como possiveis vizinhas e a soma do tamanho dos ramos para cada par ¢ calculada.
Entdo o par de seqiiéncias com a menor soma de tamanho de ramos ¢ escolhido e estas
seqliéncias sdao consideradas como “vizinhas” (figura 8B). Uma vez que um par de
seqiiéncias vizinhas ¢ identificado, elas sdo combinadas como um taxon composto e ¢

criado um n6 que conecta estas duas seqiiéncias.

O passo seguinte ¢ calcular a distancia entre o novo n6 e as seqiiéncias restantes.
A partir deste processo, uma nova matriz de distancia é produzida, a partir da qual uma
nova matriz de tamanhos de ramos ¢ calculada. Nesta ultima, para o par previamente
identificado de seqiiéncias, serd considerado o valor médio dos tamanhos dos ramos
internos. A seguir, para se encontrar um novo par de seqiiéncias vizinhas, escolhe-se
aquele com a menor soma de ramos totais. Este processo ¢é repetido sucessivamente até
que todas as seqiiéncias sejam agrupadas em uma Unica arvore. Esta arvore final ¢ a

arvore de NJ.

Dentre os métodos disponiveis para a constru¢do de arvores filogenéticas, o
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método de NJ ¢ uma boa escolha quando se deseja analisar um grande nimero de
seqiiéncias (Nei & Kumar, 2000b). Neste trabalho de tese, 181 seqiiéncias foram
incluidas na andlise. A razao para isto € que o tempo computacional despendido por este
método € pequeno, apesar de ser um método extremamente eficiente na recuperagdo de

arvores verdadeiras em estudos de simulagao (Nei& Kumar, 2000c¢).

Além do curto tempo computacional e a eficiéncia em recuperar a arvore correta,
uma outra vantagem do método de NJ ¢ a existéncia de métodos estatisticos bem
estabelecidos para se testar as arvores produzidas. (Estes métodos estatisticos também
sao aplicados aos outros métodos de distancia). Dois exemplos destes métodos
estatisticos sdo o bootstrap e o teste do ramo interno. No trabalho de tese, o teste do
ramo interno foi escolhido para se testar a consisténcia da arvore construida com as
seqliéncias GPGR e GWGR. Os principios deste teste € a razdo para a sua escolha serdo

expostos a seguir.

3.5. Teste do ramo interno

O teste do ramo interno, desenvolvido para arvores construidas pelos métodos de
distancia, como as arvores de NJ, examina a confiabilidade de cada ramo interno de
uma determinada topologia. O principio subjacente a este teste ¢ que, se um
determinado ramo tem comprimento ndo significantemente superior a zero, entdo este
ramo pode representar uma ramificagdo incorreta da arvore filogenética e ndo deve ser

considerado.

Assim, para a execugdo deste teste, em primeiro lugar, sdo calculadas as
estimativas ndo viciadas das distancias evolutivas entre todos os pares de seqii€ncias
incluidas na andlise. As medidas encontradas sdo dispostas em uma matriz de distancia.
A partir desta matriz, estima-se a soma dos comprimentos dos ramos da arvore. A
seguir, a probabilidade de confianga de cada ramo interno ¢ estimada, testando-se a
hipdtese nula de que este ramo tenha comprimento zero. Para se testar esta hipotese

utiliza-se o teste Z, pressupondo-se que os tamanhos dos ramos calculados tém

distribuicao normal. A hipotese nula € rejeitada com um nivel de confianca o se [Z[>Z

a/2-

Apesar do teste de bootstrap ser amplamente utilizado para se testar a

confiabilidade de arvores filogenéticas construidas com seqiiéncia de HIV-1, neste
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trabalho de tese o teste do ramo interno foi escolhido para o mesmo fim. A razao para
isto € que o teste de bootstrap, quando aplicado a arvores construidas por métodos de
distancia, tende a oferecer estimativas mais conservadoras da confianca dos tamanhos
de ramos do que o teste do ramo interno. Além disto, foi sugerido que, para arvores de
NJ, o teste do ramo interno pode oferecer um suporte estatistico melhor do que o teste

de bootstrap (Russo, 1997).
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4. Resultados
4.1. Origem da variante GWGR

Uma arvore filogenética foi construida com o método de NJ para se estudar a
origem evolutiva da variante GWGR (figura 9 e anexo II). A andlise da topologia da
arvore mostra que todas as seqiiéncias GWGR se agrupam em um tnico ramo interno,
com probabilidade de confianca de 87%, independentemente de sua origem geografica.
Contudo, além das seqiiéncias GWGR, oito seqiiéncias GPGR também se agruparam
dentro deste ramo. Apesar desse grupo incluir algumas seqiiéncias GPGR, para

simplificar, no restante do texto, ele sera referido como o ramo GWGR.

A partir da distribui¢do das seqiiéncias GWGR na arvore filogenética, duas
hipdteses podem ser propostas para se explicar a origem evolutiva da variante. A
primeira hipotese ¢ a de que os virus GWGR tenham surgido em diversos momentos no
curso da epidemia. A segunda hipotese ¢ que todas as seqiiéncias GWGR evoluiram a
partir de um Unico ancestral comum. Estas duas hipoteses serdo analisadas
separadamente nas proximas segdes. Contudo, antes de discuti-las, algumas

consideragdes serao feitas a seguir com o objetivo de facilitar o fluxo do texto.
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Figura 9 — Arvore de neighbor-joining para todas as seqiiéncias analisadas na tese. Os nomes das
seqiiéncias das variantes GWGR sdo iniciados por W ¢ os das variantes GPGR sdo iniciados por P. Os
valores acima dos ramos internos denotam a probabilidade de confianga do ramo ser positivo (CP). ZR59
¢ a seqliéncia mais antiga conhecida de HIV, isolada de uma amostra do antigo Zaire colhida em 1959. O

grupo externo ¢ um representante do subtipo A.

4.1.1. O motivo MGWGR

Uma caracteristica do ramo GWGR ¢ a presenga de um residuo de metionina
(M) precedendo o motivo GWGR, ao invés da isoleucina (I) encontrada na maioria das
seqliéncias do subtipo B (Kuiken et al.,, 2000a). A presenca desta metionina nas
seqiiéncias GWGR ja havia sido descrita por alguns autores (Covas et al., 1998;
Morgado et al., 1994). No grupo de seqiiéncias analisadas, a metionina foi encontrada
em 51 das 81 (63%) seqiiéncias com o motivo GWGR. Nas demais seqiiéncias GWGR,
a isoleucina estava presente em somente cinco (6,2%), enquanto uma (1,2%), duas
(2,5%) e 22 (27,2%) seqiiéncias possuiam, respectivamente, treonina, valina e leucina

nesse sitio.

No grupo GPGR, a isoleucina estava presente em 79 seqiiéncias - 81%. No
restante das seqiiéncias GPGR os aminoacidos encontrados foram fenilalanina (n=1,
1%), valina (n=1, 1%), metionina (n=6, 6,1%) e leucina (n=10, 10,2%). Em uma das
seqiiéncias GPGR nao foi possivel definir o aminodcido deste sitio, uma vez que faltava
a identificacdo de um dos nucleotideos do codon correspondente . Dentre as oito
seqiiéncias com o motivo GPGR localizadas dentro do ramo GWGR, trés possuiam a
substituicdo da isoleucina pela metionina, enquanto em duas seqiiéncias a isoleucina

estava preservada. As outras trés seqiiéncias tinham leucina ou fenilalanina nesse sitio.

Considerando-se que o codon mais freqiiente para a isoleucina no sitio adjacente
ao motivo protéico ¢ ATA e que a metionina ¢ somente codificada por ATG, a
predominancia de seqiiéncias GWGR com a substitui¢do I - M ¢ interessante, uma vez
que esta mutagdo ocorre na direcdo oposta a esperada devido ao vicio para a
incorporacao de adenina que ocorre nos genomas do HIV-1 (Kypr & Mrazek, 1987). A
substituicdo da isoleucina pela metionina no sitio adjacente ao motivo protéico sera
referida mais adiante no texto, quando as hipoteses para a origem da variante GWGR
forem analisadas.
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4.1.2. Seqiiéncias GPGR do ramo GWGR

A presenca das oito seqiiéncias GPGR dentro do ramo GWGR pode ser

explicada, alternativamente, por trés razdes:

1) A localizagdo das seqiiéncias GPGR dentro do ramo GWGR pode ter
ocorrido por erro de reconstrugdo filogenética. Contudo, a probabilidade de 87% de
confianca do ramo GWGR calculada pelo teste do ramo interno fala contra esta
possibilidade. Apesar do valor do teste ndo ser significativo no nivel de 5%, como
habitualmente ¢ considerado, ainda assim ¢ extremamente alto se comparado dentre as

filogenias de virus.

2) A segunda explicagdo para a inclusdo de seqiiéncias com o motivo GPGR
dentro do ramo GWGR ¢ que estas seqiliéncias tenham evoluido por mutacao reversa.
Para que este processo ocorresse, seria necessario que os trés nucleotideos do cddon
TGG para o triptofano fossem substituidos. Isto porque, na maioria das seqiiéncias de
HIV-1 disponiveis, a prolina encontrada na segunda posicdo do tetrapeptideo esta
codificada por CCA (Kuiken et al., 2000a). As etapas evolutivas que envolvem a
substituicdo da prolina pelo triptofano e, por conseguinte, os passos que envolvem a

reversao para a caracteristica original serdo apresentados na proxima secao.

3) A terceira possibilidade ¢ que as seqiiéncias GPGR incluidas dentro do ramo
GWGR possam, na verdade, representar formas recombinantes intrasubtipicas GPGR-
GWGR. Neste caso, o motivo protéico no topo da alga V3 teria sido herdado de uma
seqliéncia GPGR, enquanto o restante do segmento de DNA analisado seria derivado de

virus GWGR.

De modo geral, os virus recombinantes sao identificados quando se caracteriza
diferentes partes do genoma, seja através da andlise filogenética de mais de um
segmento de DNA ou por técnicas moleculares mais simples, como o HMA
(heteroduplex mobility assay). Como dito na introdugdo do texto, a recombinagdo entre
genes e intra-genes de virus dos diversos subtipos do grupo M e de virus do grupo O ¢
amplamente descrita na literatura (Belda et al., 1998; Liitsola et al., 2000; Peeters,
2000). Nas andlises filogenéticas, a suspeita de que uma determinada seqiiéncia
contenha segmentos de diferentes subtipos se dd quando esta se agrupa fora dos ramos

dos subtipos conhecidos ou dentro de um ramo, mas separada das demais seqii€ncias.
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Apesar da recombinagdo também poder ocorrer entre seqiiéncias de um unico
subtipo, a grande similaridade entre estas seqiiéncias faz com que os métodos
normalmente utilizados para se detectar genomas recombinantes sejam inadequados

para a sua identificagdo (Peeters, 2000).

A distribuigdo das oito seqiiéncias GPGR dentro do ramo GWGR nao seguiu um
padrdo homogéneo. Destas seqiiéncias, seis se localizaram nos ramos internos mais
basais do ramo GWGR enquanto duas seqiiéncias se posicionaram no interior deste
ramo. Por esta razdo, as possibilidades das seis primeiras seqiiéncias terem se originado
por mutacao reversa ou sua posi¢ao resultar de erro de reconstrucao filogenética serao
discutidas mais adiante nesse capitulo, quando forem apresentadas as duas hipdteses

para a origem da variante GWGR (itens 4.2 ¢ 4.3).

Em relagdo as outras duas seqiiéncias GPGR (numeros de acesso U80829 e
U00402), a sua posi¢do no interior do ramo GWGR reforga a hipotese que, neste caso,
nao houve erro de reconstrucdo filogenética. Além disto, as duas seqili€ncias se
agruparam com seqiiéncias GWGR em ramos internos com, respectivamente, 81% e

70% de probabilidades de confianca, o que também reforca essa argumentagao.

Por outro lado, nessas duas seqiiéncias, o cddon utilizado para a prolina foi
CCQG, ao invés do codon CCA encontrado na maioria das seqiiéncias de HIV-1 (Kuiken
et al., 2000a). Como sera visto a seguir, na analise do caminho evolutivo, este cddon
seria um intermedidario na substitui¢ao da prolina pelo triptofano, codificado por TGG.
Além destas duas seqiiéncias, em somente outras seis seqiiéncias GPGR incluidas na
analise filogenética o cédon CCG foi encontrado. Desta forma, para estas duas
seqliéncias, a explicacdo mais provavel para a sua localizagdao dentro do ramo GWGR ¢

a de que tenham evoluido por mutagao reversa.

4.1.3. Caminho evolutivo

Como dito anteriormente, duas hipoteses podem explicar a origem da variante
GWGR, ou seja, estes virus possuiriam uma Unica origem ou teriam surgido em mais de
um momento no curso da epidemia (origem multipla). Contudo, independentemente do
nimero de vezes que a variante surgiu, as mutagdes necessarias para a substituicdo da
prolina pelo triptofano no motivo protéico sdo essencialmente as mesmas. Desta forma,

nesta secdo, um caminho evolutivo para a origem do variante GWGR sera proposto.
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Uma vez que o foco da tese ¢ o motivo protéico GWGR, a andlise do caminho
evolutivo ficara restrita as substituicdes de nucleotideos necessarias para a substitui¢do
do residuo de prolina pelo triptofano nas seqiiéncias protéicas. Entretanto, como todas
as seqiiéncias GWGR se agruparam em um Unico ramo da darvore com alta
probabilidade de confianga, outras substituigdes de nucleotideos (e possivelmente de
aminoacidos) naturalmente se acumularam ao longo do segmento de DNA analisado

para que esta distribuicdo ocorresse.

Para que o caminho evolutivo fosse conhecido, seria necessario ter em maos
seqliéncias representativas de todas as variantes do subtipo B que surgiram no curso da
epidemia. Isto porque substituicdes multiplas e reversas podem ter ocorrido nos trés
sitios do codon em questdo durante a evolucao da variante GWGR e, sem que todas as

seqliéncias estejam disponiveis, essas mutagdes passaram desapercebidas.

Assim, com este imenso numero de seqiiéncias, poder-se-ia, entdo, construir
uma arvore filogenética e identificar aquelas que possuissem as mutagdes intermediarias
a fixacdo do triptofano. Como esta analise ¢ impossivel de ser feita, o caminho
evolutivo proposto no trabalho de tese ¢ o mais parcimonioso, ou seja, ¢ o caminho
evolutivo que necessita do menor nimero de eventos de substituicdo no cddon para a
prolina para que este aminoacido seja substituido pelo triptofano. Esse caminho ¢

representado na figura 10.

Como pode ser visto na figura 10, a substituicdo do residuo de prolina pelo
triptofano envolve a substitui¢do dos trés nucleotideos do cdédon. Isto porque, apesar da
degeneragdo do terceiro sitio para a prolina no cédigo genético (CCN), na maior parte
das seqiiéncias de HIV-1 descritas, o cddon usado para este aminoacido na posicao ¢
CCA (Kuiken et al., 2000a). O cédon CCA para a prolina ¢ encontrado inclusive no
fragmento ZR59, considerado um ancestral proximo ao subtipo B (Zhu et al., 1998), e
nas seqiiéncias do SIV., (Kuiken et al., 2000a). Por outro lado, o unico cdédon

disponivel pata o triptofano no codigo genético universal ¢ TGG.
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Figura 10. Origem evolutiva da variante GWGR

Desta forma, o caminho evolutivo mais parcimonioso (figura 10) envolve uma
substitui¢do de nucleotideo sinonima, ou seja, do codon CCA para CCG, e duas
substitui¢des de nucleotideos ndo-sindnimas, ou seja, do cddon CCG para TCG (que
codifica para a serina) ou para CGG (que codifica para a arginina). (As substitui¢des de
nucleotideos sindnimas ndo resultam na substituicdo de aminodcidos nas seqiiéncias
protéicas enquanto as substituicdes nao-sinénimas sim). Segundo esse caminho, as
seqiiéncias GPGR nas quais a prolina est4 codificada por CCG e as seqiliéncias com 0s
padroes de assinatura GRGR e GSGR poderiam representar etapas intermediarias na

evolucao da variante GWGR.

Para se estudar a participacao das seqiiéncias com os motivos GRGR ¢ GSGR na
epidemia do HIV-1, as seqiiéncias com os dois padrdes de assinatura depositadas no

Genbank foram identificadas. Nesta busca foi empregada a mesma estratégia descrita
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para as seqiiéncias GPGR e GWGR (item 3.1.1.1). Naturalmente, neste caso, P e W, no

script original, foram substituidos por R e S.

A busca das seqiiéncias GRGR e GSGR no Genbank resultou em 183 seqiiéncias
com a arginina na segunda posic¢ao do tetrapeptideo e 332 seqii€ncias com a serina nesta
posicdo. A seguir, as seqiiéncias GRGR e GSGR foram analisadas de acordo com os
critérios definidos no item 3.1.1.3. Apds esta andlise, do grupo inicial, somente nove
seqiiéncias com o motivo GRGR e 17 seqiiéncias GSGR foram selecionadas. A
distribuicao geografica e o ano de coleta das seqiiéncias GRGR e GSGR do subtipo B

estdo resumidos na tabela 4.

A identificacao das seqiiéncias GRGR e GSGR depositadas no Genbank sugere
que ndo ha uma disseminacao de virus do subtipo B com estes padrdes de assinatura na
epidemia mundial de HIV-1: apesar destes virus terem sido encontrados em diversos
paises, o numero de seqiiéncias disponiveis de cada um deles foi pequeno quando
comparado ao numero de seqliéncias GPGR locais disponiveis. Uma possivel
explicagdo para este resultado ¢ o vicio de amostragem existente no banco de dados.
Assim, seqiliéncias com os motivos GRGR e GSGR ancestrais podem circular em

alguma regido geografica sem que jamais tenham sido identificadas.

Uma outra possibilidade é que virus com os padrdes intermediarios GRGR e
GSGR tenham circulado principalmente durante uma etapa muito inicial da epidemia
sem ter deixado muitos descendentes. Uma vez que no banco de dados ha poucas
seqiiéncias representativas dos primeiros anos da epidemia (tabela 1), se os virus GRGR
e GSGR circularam especialmente nesta época sua presenga pode simplesmente ndo ter

sido registrada.

Uma evidéncia a favor desta ultima hipotese ¢ o fato de que, na literatura, o
registro mais antigo da variante GWGR vem da identificacdo de soros colhidos no
Brasil em 1983 que reagiam a peptideos sintéticos GWGR (Michael-Hendry et al.,
1996). Isto significa que, se a variante GWGR circula na epidemia desde o inicio da
década de 80, os seus intermediarios, naturalmente, surgiram em algum momento antes

desta época.

Os dados referentes a distribuicdo geografica, ano de coleta da amostra e cédon
utilizado para os aminodcidos arginina e serina das seqiiéncias GRGR e GSGR também
sdo apresentados na tabela 4. Como pode ser observado, as seqiiéncias com o padrido de

assinatura GRGR foram identificadas nos seguintes paises: Bélgica, Brasil, Cuba,
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Espanha, Estados Unidos, Franga, Hungria e Uruguai. Dentre estas seqiiéncias, somente
aquelas de Cuba, do Brasil, dos Estados Unidos e do Uruguai utilizavam o c6don CGG,

enquanto nas demais seqiiéncias o cédon para a arginina ¢ o CGA

Tabela 4. Distribuicio geografica das seqiiéncas do gene env com cédons para
arginina (R) ou aerina (S) na segunda posicdo do motivo protéico na
crista da al¢ca V3

Arginina
No acesso Pais Ano Cédon
AJ228162 Bélgica ? CGA
AF113573 Brasil 1994 CGG
AF034015 Brasil 1996 CGG
U48855 Cuba 1994 CGG
AY017449 Espanha 1999 CGA
U96608 EUA ? CGG
AF125615 Franca 1997 CGA
AJ245464 Hungria ? CGA
U66418 Uruguai 1995 CGG
Serina
AY010876 Australia 1995 TCA
U20030 China 1991 TCA
AJ278210 Dinamarca ? TCA
AF203287 EUA 1982 TCG
AF204643 EUA 1983 TCA
U36018 EUA 1986 TCA
AF372599 EUA ? TCA
AF256375 EUA ? TCA
AF138327 EUA 1990 TCG
AF137668 EUA 1994 TCA
U30001 EUA 1985 TCA
747528 Holanda 1994 TCA
u75174 Italia ? TCA
uU75042 Italia 1996 TCA
U95398 Italia 1997 TCA
AB002949 Japao 1994 TCA
AF236278 Reino Unido ? TCA
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Por outro lado, o motivo GSGR foi encontrado em seqiiéncias da Australia,
China, Dinamarca, Estados Unidos, Holanda, Italia, Inglaterra e Japao. Dentre estas, o
codon TCG foi encontrado em somente duas seqiiéncias dos Estados Unidos enquanto,

nas demais seqiiéncias, a serina estava codificada por TCA.

Como pode ser visto, os unicos paises onde a variante GWGR e as seqiliéncias
com os padroes intermedidrios no caminho evolutivo proposto foram encontradas sdao o

Brasil e os Estados Unidos.

4.2. Hipotese de origem multipla

Nesta se¢do, serd estudada a hipotese de que os eventos que deram origem as
seqiiéncias GWGR tenham ocorrido em mais de uma ocasido no curso da epidemia do
HIV-1. Considerando-se esta hipdtese, diversos cendrios poderiam ser propostos para
explicar a origem das seqiiéncias GWGR. A razao para isto, como no caso do caminho
evolutivo proposto anteriormente (item 4.1.3), ¢ a possibilidade de substitui¢des
multiplas e reversas poderem ter ocorrido no curso da evolucdo das variantes. Contudo,
somente um dos possiveis cendrios serd considerado no trabalho. Também como no
caso do caminho evolutivo, o cenario escolhido foi aquele que incluia o menor niimero
de eventos de mutagdo necessdrios para explicar a origem da variante GWGR e a
presenca das seqiiéncias GPGR no ramo GWGR. Esse cendrio ¢ apresentado na figura

11.

No cenario da figura 11, os eventos de mutagdo que originaram os virus GWGR
estdo representados em vermelho, enquanto as mutagdes reversas necessarias para
explicar o agrupamento das seqiiéncias GPGR com os virus GWGR na arvore
filogenética estdo representadas em azul. Para facilitar o fluxo do texto, as seqiiéncias

que serao citadas foram numeradas de 1 a 13.

Ainda nessa figura, todas as seqiiéncias GPGR posicionadas fora do ramo
GWGR estao reunidas no grupo I. Nos grupos II e III estdo as seqii€éncias que
formaram, respectivamente, o primeiro e segundo ramos a divergir das seqiiéncias
GPGR. As seqiiéncias localizadas nestes ramos estdo numeradas de 1 a 4 (grupo II) e de
5 a 11 (grupo III) da figura 9. Finalmente, no grupo IV, esta a maioria das seqiiéncias
GWGR e as duas seqiiéncias GPGR localizadas no interior do ramo GWGR (niimeros

de acesso U80829 e U00402), numeradas como 12 e 13.
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Figura 11. Diagrama ilustrando o cendrio proposto para a hipotese de origem multipla da

variante GWGR.

Nesse cenario, cinco eventos de mutagdo nas seqii€ncias protéicas sao
necessarios para explicar a substituicdo da prolina pelo triptofano. Estes eventos,
representados na figura, deram origem as seqiiéncias 2, 3, 5 ¢ 6, 10 e as seqiiéncias do
grupo IV. Além destes, outros dois eventos de mutacdes reversas precisariam ter
ocorrido para justificar a inclusdo das seqiiéncias GPGR 12 e 13 dentro do ramo

GWGR.

Como pode ser visto na figura 11, o grupo II inclui duas seqiiéncias GPGR
(seqiiéncias 1 e 4) e duas seqiiéncias GWGR (seqiiéncias 2 e 3) originadas, cada uma,
por um evento de mutacdo P - W. Uma vez que todas as seqiiéncias incluidas neste
grupo possuem a substitui¢do da isoleucina pela metionina antes do motivo proté€ico, a

seqliéncia que deu origem a todo o grupo possuia o motivo protéico MGPGR.
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No grupo III estdo incluidas sete seqiiéncias, sendo trés com o motivo GWGR
(seqiiéncias 5 e 6 e 10) e quatro seqiiéncias GPGR (seqiiéncias 7, 8, 9 e 11). Neste
grupo, as seqliéncias 5 e 6 descenderam de um unico evento de mutacdo P - W
enquanto a seqiiéncia 10 resultaria de um outro evento. Da mesma forma que no grupo
11, a seqiiéncia ancestral ao grupo possuiu o motivo protéico GPGR no topo da al¢a V3.
Contudo, neste caso, o aminoacido encontrado antes do tetrapeptideo era uma isoleucina

(motivo IGPGR).

Finalmente, todas as seqiiéncias GWGR do grupo IV resultariam do quinto
evento de mutacdo P~ W e, neste caso, o motivo protéico encontrado na seqiiéncia
ancestral seria MGWGR. Quanto as duas seqliéncias GPGR incluidas no grupo
(numeros de acesso U00402 e U80829), a explicacao mais provavel ¢ que estas tenham
evoluido por mutagdo reversa. A seqiiéncia U00402 possui metionina antes do motivo
protéico e se agrupou com outras duas seqiiéncias GWGR (também com metionina) em

um ramo interno com 69% de probabilidade de confianca.

J& a seqiiéncia U80829 se agrupou internamente com uma seqiiéncia GWGR em
um ramo com 82% de confianga, e as duas seqiiéncias formaram um ramo mais interno
com outras quatro seqliencias GWGR (suporte de 83%). Para este ultimo ramo, o
motivo parental mais provavel ¢ o IGWGR, uma vez que uma de suas seqiiéncias possui
a isoleucina antes do tetrapeptideos enquanto nas demais seqiiéncias o aminoacido

encontrado na posicao ¢ a leucina (c6dons CTA e CTG).

No cenario proposto, além dos sete eventos de mutagdo no codon para o
aminoacido na segunda posicao dos tetrapeptideos, € necessario que a substituicao da
isoleucina pela metionina tenha ocorrido em dois momentos. Contudo, tal mutagdo
envolve a substituicdo da adenina (A) da terceira posi¢do do cédon ATA (isoleucina)
por guanina para gerar o codon ATG (metionina). Como ja exposto no texto, nos
genomas do HIV-1 existe um vicio para a incorporagdo de adenina, a0 menos
parcialmente atribuido a hipermutacdo G — A (Martinez et al., 1994; Vartanian et al.,
1994). Uma vez que estes eventos de mutagdo seguem a dire¢do contraria ao vicio, ¢

pouco provavel que tenham ocorrido duas vezes.

4.2.1. Local de origem

A posicdo mais basal do ramo GWGR ¢ um bom indicador da origem da
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variante. Considerando a origem multipla, na arvore filogenética, o primeiro grupo a
divergir dos ramos com as seqiiéncias GPGR (grupo II da figura 11) é formado por duas
seqliéncias GWGR, uma do Brasil e outra das Ilhas Reunidas, e por duas seqiiéncias
GPGR. A seqiiéncia GWGR brasileira incluida nesse grupo foi coletada em 1996 de um

doador de sangue sobre o qual ndo havia informag¢des disponiveis (Tanuri et al., 1999).

Quanto a seqiiéncia GWGR das Ilhas Reunidas, esta foi obtida de uma amostra
colhida em 1996 de um individuo que se infectou com o HIV-1 através de uma
transfusdo de sangue recebida na Franga (Brengel-Pesce et al., 1999). Apesar de a data
da transfusdo do paciente ndo estar disponivel, dois dados sugerem que tenha sido
administrada ao menos uma década antes da coleta da amostra. Primeiro, quando a
amostra foi colhida o paciente ja tinha desenvolvido AIDS. Apesar da taxa de
progressao da imunodeficiéncia, na populagdo geral, variar muito entre os pacientes, o
tempo mediano de incubacao sem AIDS estd em torno de 8 a 10 anos. Em segundo
lugar, o risco para a transmissdo do virus através de transfusdo de sangue diminuiu
substancialmente apds a introdugdo dos testes soroldgicos especificos para o HIV, em
1985. Na Franca, foi estimado que o risco de infec¢do era de aproximadamente 1 por
150,000 unidades de sangue (por defini¢ao, uma unidade de sangue se refere ao volume

obtido de um unico doador) em 1990 (Msellati et al., 1990).

No segundo ramo a divergir das seqiiéncias GPGR (grupo III) estdo trés
seqiiéncias GWGR e quatro seqiiéncias com o motivo GPGR. Uma das variantes
GWGR foi encontrada na Argentina, em uma amostra colhida entre 1991 e¢ 1992.
Contudo, os dados referentes ao paciente ndo estavam disponiveis no trabalho (Carrillo
et al., 1992). As outras duas seqiiéncias GWGR sdo do Brasil, de 1990, uma delas de
um homem bissexual e a outra de uma mulher que adquiriu a infec¢do por contato

sexual (Morgado et al., 1994).

Desta forma, as seqiiéncias GWGR localizadas nos primeiros ramos internos do
grupo GWGR vieram do Brasil, da Argentina e da Franga, o que sugere estes paises
como locais provéaveis para a origem da variante GWGR. Contudo, como visto
anteriormente, na analise do caminho evolutivo, seqiiéncias com os padroes
intermediarios nao foram encontradas na Franca ou na Argentina. Além disto, ndo ha
indicios na literatura de que a variante GWGR contribua substancialmente para a
epidemia dos dois paises. Por outro lado, duas seqiiéncias GRGR foram identificadas no

Brasil e 67% das seqiiéncias GWGR sao brasileiras.
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Além do que foi exposto, mesmo que a variante GWGR tenha surgido mais de
uma vez no curso da epidemia pelo HIV-1 e em locais diferentes, a distribui¢do das
seqliéncias GWGR na arvore filogenética sugere que a epidemia por esta variante tem
uma unica origem no Brasil. A razdo para essa hipdtese ¢ que, na arvore filogenética
(figura 9), a grande maioria (94%) das seqiiéncias com este padrdo de assinatura se
agrupam em um Unico ramo interno cujas posi¢des basais sdo ocupadas por seqiiéncias

brasileiras. No cenario proposto este ramo esta representado no grupo I'V.

4.3. Hipotese da origem tnica

Segundo a hipdtese da origem Unica da variante GWGR, todos os virus com este
padrao de assinatura que participam da epidemia pelo HIV-1 teriam se originado de um
unico ancestral comum. Assim sendo, a dispersao mundial do variante resultaria da sua
irradiagd@o a partir de uma Unica regido geografica. O cendrio proposto para explicar esta

hipdtese esta apresentado na figura 12.

ORGR
P—DW
GWGR
GWGR
GWGR GWGR
W - P

/ W - P \\K_.P W - P / !

1 2 3 4 5 67 8 910 11 12 13
GIGR PWWP WWPPPWP p P GAGR

CCA CCA CCA CCGCCACCA CCG CCG CCG

I 11 m |AY

Figura 12. Diagrama ilustrando o cendrio proposto para a hipotese de origem unica da

variante GWGR.
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Na figura 12, da mesma forma que na figura anterior, o evento de mutagdo que
deu origem as seqiiéncias GWGR esta representado em vermelho enquanto as mutagdes
reversas necessarias ao cendrio estdo marcadas em azul. Também como na figura 11, as
seqiiéncias que serdo discutidas foram numeradas de 1 a 13 e reunidas nos grupos I, II,

IIT e IV segundo os mesmos critérios.

No cenario da figura 12, a substitui¢do da prolina pelo triptofano ocorreu antes
da divergéncia de todas as seqiiéncias que formam o ramo GWGR na arvore
filogenética, da mesma forma que a substituicdo da isoleucina pela metionina que
antecede o motivo protéico do topo da alca V3. Assim, as seqiiéncias ancestrais aos

grupos II, IIT e IV possuem o motivo protéico MGWGR.

Ainda nesse cenario, seis eventos de mutagdo reversa sdo necessarios para
explicar a inclusdo das seqiiéncias GPGR no ramo GWGR. Dois destes eventos teriam
ocorrido dentro do grupo II e teriam originado as seqiiéncias 1 e 4. No grupo III, outros
dois eventos de mutacao sdo necessarios para explicar a inclusdo das seqliéncias GPGR
no grupo, e tais eventos originariam as seqiiéncias 7 e as seqiiéncias 8, 9 e 11. Contudo,
nas seqiiéncias do grupo III, o aminodcido que antecede o motivo protéico ¢ a
isoleucina, mas a presenga deste aminoacido pode ser facilmente atribuida a substitui¢do
da guanina do codon ATG (metionina) pela adenina do codon ATA devido ao vicio na

incorporacdo de adenina.

Os outros dois eventos de mutagdo reversa resultaram nas seqiiéncias 12 ¢ 13 do
grupo IV. Contudo, a posi¢do destas seqii€éncias na arvore filogenética ja foi discutida

anteriormente.

4.3.1. Local de origem

Como dito anteriormente, as seqiiéncias GWGR incluidas nos ramos basais do
ramo GWGR foram obtidas no Brasil, Argentina e Franca. Desta forma, segundo a
hipotese da origem unica, a variante GWGR surgiu em um dos trés paises. Uma vez que
a expansao da variante ¢ observada principalmente no Brasil, e trés das cinco seqiiéncias
incluidas nos ramos basais sdo brasileiras, este pais pode ser apontado como o local

mais provavel para a origem da variante GWGR.

Para melhor se estudar esta possibilidade, foi feita uma andlise com todas as

seqliéncias brasileiras do subtipo B depositadas no Genbank. Para isto, as seqiiéncias
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brasileiras que apresentavam outros padrdes de assinatura além do GPGR, do GWGR e
do GRGR foram incluidas no caminho evolutivo discutido anteriormente (figura 10).
Além disto, os motivos protéicos encontrados no topo da al¢ca V3 e os codons para os
aminoacidos que ocupam a segunda posicao dos tetrapeptideos de todas as seqiiéncias

brasileiras foram analisados e estdo resumidos na tabela 5.

Tabela 5. Distribuicio geografica das seqiiéncias do subtipo B segundo os motivos na regido V3 do gene env de
amostras identificadas no Brasil.

Estados com amostras

Motivo/Codom Rio de Sao Paulo Minas Parana Amazonas Bahia Nao
Janeiro (RJ) (SP) Gerais (MG) (PR) (AM) (BA) conhecido Total
GPGR
CCA Ano 1988 1987 1995 - 1997 1988 1992
n 23 5 5 - 1 8 11 53
CCG Ano 1990 1993 ? - - 1995 -
n 6 1 1 - - 1 - 9
cC? Ano 1996 - - - - - -
n 2 - - - - - - 2
GWGR
TGG Ano 1990 1988 ? - - 1993 1992
n 37 8 1 - - 1 7 54
GRGR
CGG Ano 1994 - - - - - 1996
n 1 - - - - - 1 2
GLGR
CTA Ano 1992 - - - - - -
n 2 - - - - - - 2
TTG Ano 1992 - - - - - 1993
n 3 - - - - - 2 5
GGGR
GGG Ano 1990 - - - - - -
n 1 - - - - - - 1
GMGR
ATG Ano - - - - - 1988 1993
n - - - - - 1 1 2
GVGR
GTG Ano 1992 - - - - - 1993
n 1 - - - - - 1 2
GFGR
TTT Ano 1992 - - 1988 - - 1995
n 6 - - 1 - - 2 9
TTC Ano - - - - - - 1993
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Como pode ser visto na tabela 5 e na figura 10, no Brasil, além das variantes
GPGR, GWGR e GRGR, também circulam virus do subtipo B com os motivos
protéicos GLGR, GGGR, GMGR, GVGR e GFGR. A analise dos codons para os
aminoacidos encontrados nestes motivos, respectivamente, leucina, glicina, metionina,
valina e fenilalanina, mostra que as mudancas evolutivas necessarias para a fixacao
destes aminoacidos podem ser mais bem explicadas a partir do cédon TGG para o
triptofano do que a partir do cédon CCA para a prolina, uma vez que, no primeiro caso,

envolvem um menor numero de substitui¢des de nucleotideos.

As datas de coleta das amostras das quais as seqiiéncias brasileiras foram obtidas
também foram incluidas na tabela 5. Como pode ser visto, os virus do subtipo B com
motivos atipicos circulam no Brasil pelo menos desde o final dos anos 80. Estes
resultados confirmam que a variante GWGR tem uma participacdo importante na

epidemia brasileira desde a década de 80.

Em conjunto, a andlise da arvore filogenética, a distribuicdo geografica das
variantes intermedidrias propostas no caminho evolutivo, o fato da dispersao da variante
GWGR ter sido observada principalmente dentro do Brasil, os indicios sorologicos de
que a variante circula neste pais desde o inicio da década de 80 e os padrdes de
assinatura encontrados entre as seqiiéncias brasileiras sugerem que o Brasil seja o local

de origem da epidemia pela variante GWGR.

E interessante notar que nenhuma seqiiéncia africana com o motivo GWGR nem
com os padrdes de assinatura intermediarios foi encontrada no Genbank. Na verdade, o
unico indicio da presenga dos virus GWGR no continente africano vem do relato de
viagens feitas ao Dibuti por um marinheiro francés infectado pela variante (Lasky et al.,
1997). Este fato chama a aten¢do, uma vez que a transmissao do HIV-1 para a espécie
humana e a irradiacdo das variantes que deram origem aos subtipos do grupo M,
inclusive o subtipo B, teria ocorrido na Africa Central (Vidal et al., 2000). Desta forma,
a auséncia de seqliiéncias GWGR africanas mostra que, apesar do local de origem dos
virus parentais GPGR ser a Africa, as muta¢des necessarias para a formagio da variante
GWGR teriam acontecido fora do continente africano, apds o subtipo B ter sido trazido

para o Ocidente.
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4.4. Dispersao do variante GWGR

Como discutido até o momento, os resultados do trabalho sugerem que a
epidemia pela variante GWGR se originou no Brasil. Nesta secdo, uma rota para a
dispersao mundial desta variante, considerando-se o Brasil como ponto de partida, sera
analisada. Para isto, os dados epidemiologicos, quando disponiveis, dos individuos dos
quais as seqiiéncias GWGR foram obtidas foram retirados diretamente do Genbank ou
dos artigos cientificos originais. Estes dados incluiram a provavel via de infec¢do pelo
HIV-1, o pais e o0 ano de coleta da amostra (ou da infec¢do) e o relato de viagens ao
exterior ou de contato sexual com estrangeiros (tabela 6). Estes dados foram utilizados,
junto com a analise da arvore filogenética, para se propor uma rota para a dispersdo da

variante GWGR.

Como mostrado na tabela 1, na América Latina, além do Brasil, a variante
GWGR também circula na Argentina ( Campodonico et al., 1996; Carrillo et al., 1992),
no Paraguai (Cabello et al., 1995), na Bolivia (Velarde-Dunois et al., 2000) e no México
(Rivera-Morales et al., 2001). Na Argentina, trés seqiiéncias GWGR foram identificadas
e sobre duas destas seqiiéncias havia dados epidemiologicos disponiveis na literatura
(Campodonico et al., 1996). Destas duas seqiiéncias, uma foi encontrada em um
paciente heterossexual e se agrupou com seqiiéncias brasileiras e com a seqiiéncia
GWGR encontrada nos Estados Unidos (ramo interno com 79% de suporte). A outra
seqliéncia da Argentina foi obtida de um usuério de drogas injetaveis que se infectou em
1987, o que indica que a variante circula no pais pelo menos desde aquele ano. Na
arvore filogenética, esta Ultima seqiiéncia também se agrupou com seqiiéncias do Brasil
em um ramo interno com 94% de suporte estatistico. Sobre a terceira seqiiéncia da
Argentina nao havia dados epidemiologicos disponiveis, mas esta seqiiéncia também se

agrupou com seqii€ncias brasileiras.

A seqiiéncia GWGR do Paraguai foi identificada em um paciente do sexo
masculino com sintomas relacionados a AIDS, mas a sua categoria de exposi¢ao nao foi
especificada no artigo (Cabello et al., 1995). Na arvore, esta seqiiéncia se agrupou com
outras seqiiéncias do Brasil, uma da Republica Checa e uma das Filipinas (ramo interno
com 85% de suporte). A variante GWGR foi encontrada no México em um paciente
homossexual cujo diagndstico de infeccdo pelo HIV-1 foi feito em 1996 (Rivera-
Morales et al., 2001); na arvore filogenética a seqiiéncia se agrupou com seqiiéncias do

Rio de Janeiro em um ramo interno com 75% de suporte. As duas seqiiéncias da Bolivia
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foram identificadas em heterossexuais que tiveram o diagnoéstico da infeccdo em 1992 e
se agruparam com seqiiéncias brasileiras (Velarde-Dunois et al., 2000). No artigo
original onde estas duas seqiiéncias bolivianas sdo citadas, ambas se agruparam com

seqliéncias do Brasil incluidas na analise (Velarde-Dunois et al., 2000).

Em resumo, todas as seqiiéncias GWGR encontradas nos demais paises da
América Latina formaram ramos com seqiiéncias GWGR brasileiras, o que sugere que a
introducdo da variante nesses paises ocorreu diretamente do Brasil. De fato, alguns
dados da literatura sugerem uma ligacdo entre a epidemia de HIV-1 no Brasil e as
epidemias dos paises da América Latina. Por exemplo, o padrao de distribuicdo dos
subtipos no Brasil, na Argentina (Campodonico et al., 1996) e na Bolivia (Velarde-
Dunois et al., 2000) ¢ semelhante, com o predominio de virus do subtipo B, seguidos
dos virus F. Além disso, no Brasil e na Argentina, junto com virus do subtipo B,
também circulam diversas formas recombinantes B/F (Thomson et al., 2000) tendo
inclusive sido demonstrado que o segmento F dos recombinantes argentinos sio
evolutivamente préoximos aos virus F do Brasil (Thomson et al., 2002). Finalmente,
devido a proximidade geografica entre o Brasil e o Paraguai, foi sugerido que a

epidemia deste ultimo pais esta relacionada a epidemia brasileira (Cabello et al., 1995).

Fora da América Latina, o motivo GWGR foi identificado em 20 seqiiéncias
GWGR estrangeiras. Destas 20 seqiiéncias, 13 se agruparam em um Unico ramo interno
com 62% de suporte estatistico junto com seqiiéncias brasileiras. Para facilitar o fluxo
do texto, este ramo sera referido como ramo estrangeiro. No ramo estrangeiro estdo
incluidas seqiiéncias da Dinamarca, das Filipinas, da Lituania, da Holanda, da

Alemanha, da Suig¢a, do Japdo, da China, da Franca, da Republica Checa e da Espanha.

A origem dos virus GWGR que circulam na China (Chen et al., 1999), na
Alemanha (Casado et al., 2000b), na Espanha (Casado et al., 2000a), na Sui¢a (Stoeckli
et al., 2000) e na Lituania (Lukashov et al., 1995) ndo pode ser tragada a partir dos
dados epidemiologicos disponiveis. A introducdo do variante GWGR na Dinamarca
também ndo ¢ clara, mas € possivel que tenha ocorrido diretamente do Brasil. No artigo
cientifico que discute a questdo, uma das seqiiéncias do subtipo B encontradas na
Dinamarca foi obtida de um paciente que se infectou no Brasil, porém os autores nio a
identificam em relacao as demais seqiiéncias dinamarquesas (Machuca et al., 2001). De
qualquer forma, na arvore filogenética, a seqiiéncia dinamarquesa se agrupou com
seqiiéncias das Filipinas, da Litudnia e do Brasil (ramo interno com 83% de suporte

estatistico).
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Tabela 6. Dados epidemiolégicos das seqiiéncias GWGR encontradas fora do Brasil.

Seqiiéncia Dados epidemioldgicos
N’ de acesso Pais de Ano da Via de Local de Outras informacoes
origem coleta infec¢do origem

AF188990 Alemanha ? Homossexual ?

U37038 Argentina 1995 Heterossexual Brasil Soroconversdo em 1993

U37041 Argentina 1995 UDI Brasil Soroconversdo em 1987

L16605 Argentina 1991 ? Brasil

AF245223 Bolivia 1996 Heterossexual Brasil Diagnostico sorologico em 1992

AF032901 Bolivia 1996 Heterossexual Brasil Diagnéstico sorologico em 1992

AF080212 China 1996 ? ? Doador Inapto

AJ289510 Dinamarca 1996 ? Brasil ? Um dos pacientes estudados no
artigo original se infectou no
Brasil

AF152771 Espanha 1993 ? ?

AF094014 EUA 1999 ? Brasil

U95570 Filipinas 1992 Homossexual ?

U95566 Filipinas 1991 Heterossexual Brasil ? Viagem ao Extremo Oriente, a
Africa e & América do Sul

U95575 Filipinas 1993 Heterossexual Brasil Viagem a Europa, ao Brasil e
‘as Ilhas Malvinas

U58813 Franca 1993 Heterossexual Dibuti Vigem ao Dibuti

U58820 Franca 1995 Heterossexual Franca Vigem ao Dibuti

AF188941 Franca ? Homossexual Franca

AF188956 Franca ? Homossexual ?

AF032151 Holanda 1991 ? Brasil Imigrante da Turquia

768025 Holanda 1991 Homossexual ? Soroconversdo em 1991

Y18596 IThas Reunidas 1996 Transfusdo Franca Transfusdo recebida na Franga

AB012971 Japao 1997 Homossexual ?

L38420 Lituania 1992 Homossexual ?

AF200859 México 1998 Homossexual Brasil Diagnoéstico sorologico em 1996

U28955 Paraguai 1995 ? Brasil

AF223996 R. Checa 1997 Homossexual ?

AF223998 R. Checa 1997 ? ?

AF181437 Suica 1992 Homossexual ? Diagnostico sorologico em 1992

A presenca da variante GWGR no Japdo ¢ conhecida desde 1991. No artigo

original ¢ referido que os virus GWGR foram encontrados em pacientes infectados por

contato sexual, dos quais um havia adquirido a infeccdo na América do Sul (Hattori et

al., 1991). Contudo, estas seqiiéncias ndo estdo disponiveis no Genbank e ndo puderam

ser incluidas na andlise filogenética. Por outro lado, a seqiiéncia GWGR japonesa

incluida na andlise foi obtida de um homossexual do sexo masculino que negava

viagens ao estrangeiro e esta se agrupou dentro do ramo estrangeiro junto com

seqiiéncias da China, da Alemanha e da Sui¢a (Kitsutani et al., 1998).
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Ainda no ramo estrangeiro estdo incluidas: uma das trés seqiiéncias GWGR
identificadas nas Filipinas; uma das duas seqiiéncias GWGR holandesas, uma das duas
seqliéncias da Republica Checa e duas das quatro seqiiéncias francesas. A seguir, a

introducao da variante nestes paises sera estudada separadamente.

Dentre as quatro seqiiéncias GWGR obtidas na Franga, duas foram encontradas
em amostras colhidas de homossexuais masculinos (Casado et al., 2000b). Por outro
lado, as outras duas seqiiéncias francesas foram derivadas de amostras colhidas de
marinheiros franceses que supostamente se infectaram no Dibuti entre 1993 e 1995
(Lasky et al., 1997). Na arvore filogenética, as duas seqii€éncias francesas obtidas de
homossexuais e a seqiiéncia de um dos marinheiros se agruparam no ramo estrangeiro,
dentro de um ramo interno com 80% de suporte estatistico junto com seqii€ncias do
Brasil, da Republica Checa e da Espanha. Ao contrario do que ¢ descrito no artigo
cientifico original, a similaridade entre a seqiiéncia do marinheiro e as outras duas
seqiiéncias francesas sugere que, na verdade, este se infectou na Franca antes de
embarcar para o estrangeiro, e ndo no Dibuti (Lasky et al., 1997). Naturalmente, nao se
pode descartar a possibilidade de a infec¢do ter ocorrido na Republica Checa ou na
Espanha. Por outro lado, a seqiiéncia do outro marinheiro francés se agrupou com uma
seqiiéncia brasileira e fora do ramo estrangeiro (ramo interno com 96% de suporte

estatistico).

A presenca dos virus GWGR na Republica Checa (Reinis et al., 2002), na
Holanda (Op de Coul et al., 2001b) e nas Filipinas (Paladin et al., 1998) parece resultar
de multiplas introducdes da variante nestes paises. Na arvore filogenética, as duas
seqiiéncias checas se agruparam em ramos distintos, uma das quais dentro do ramo
estrangeiro junto com seqiiéncias do Brasil, Franca e Espanha (ramo interno com 80%
de suporte). A outra seqiiéncia checa se localizou fora do ramo estrangeiro formando

um ramo interno com 85% de suporte com seqiiéncias do Brasil, Paraguai e Filipinas.

Quanto as Filipinas, somente uma seqiiéncia se agrupou no ramo estrangeiro,
junto com seqiiéncias do Brasil, Dinamarca e Litudnia (83% de suporte). De fato, o
paciente do qual foi obtida a amostra tem histéria de viagens a Europa, as Ilhas
Malvinas e ao Brasil. As outras duas seqiiéncias das Filipinas se posicionaram fora
deste ramo, uma das quais foi encontrada em um paciente que relatava viagens ao
Extremo Oriente, a Africa e 4 América do Sul e se agrupou com uma seqiiéncia do
Brasil. A terceira seqiiéncia foi obtida de um homossexual masculino e se agrupou com

uma seqiiéncia do Brasil e outra da Bolivia.
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Duas seqiiéncias GWGR foram encontradas na Holanda. Na arvore filogenética,
uma destas seqiiéncias se agrupou com uma seqiiéncia do Brasil (99% de suporte) e foi
encontrada em um paciente heterossexual (Op de Coul et al., 2001b). A outra seqiiéncia

foi obtida de um homossexual e se agrupou fora do ramo estrangeiro (Kuiken et al.,

1996).

Nao foi possivel resgatar qualquer informacdo relacionada a seqiiéncia dos
Estados Unidos, porém esta se agrupou fora do ramo estrangeiro, junto com seqii€ncias

brasileiras na arvore filogenética (Zhang et al., 1999).

Do que foi exposto acima, os dados epidemioldgicos disponiveis ¢ a analise da
distribuicao das seqiiéncias na arvore filogenética sugerem que a introducao da variante
GWGR na Argentina, no Paraguai, no México, na Bolivia, nos Estados Unidos, na
Franga, nas Filipinas e na Holanda tenha ocorrido diretamente do Brasil. Uma outra
observacdo que pode ser feita se refere ao fato de a maioria das seqiiéncias GWGR
encontradas fora da América Latina (65%) ter se localizado em um tnico ramo interno.
De fato, o agrupamento destas seqiiéncias pode sugerir que a variante tenha sido
exportada do Brasil para algum dos paises representados neste ramo e, posteriormente,
teria dispersado para as outras regides. Dos paises que tém seqiiéncias incluidas no
ramo estrangeiro, aquele que tem o indicio mais antigo da presenca da variante GWGR
na epidemia local ¢ a Franga. Este indicio vem do fato do paciente das Ilhas Reunidas
com virus GWGR ter se infectado na Franga, provavelmente na primeira metade da

década de 80.
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5. Discussao

Os resultados da tese sugeriram que a epidemia pela variante GWGR do subtipo
B do HIV-1 tem uma tunica origem e que o Brasil foi o seu epicentro. Contudo, apesar
da variante ter sido encontrada em 18 paises, sua disperssdao foi observada

principalmente no Brasil. Por que isto ocorreu?

Antes de discutirmos a questdo, vamos fazer algumas consideragdes. Em
primeiro lugar, um fato que chama a aten¢do ¢ que, enquanto a variante GWGR
provavelmente se disseminou na epidemia do HIV-1 a partir de um tUnico virus
ancestral, os virus parentais GPGR circulam no Ocidente desde o inicio da década de 80
e sua presenca nos paises onde o subtipo B ¢ majoritario resulta de multiplas re-
introdu¢des desses virus. Este fato, além de ser descrito na literatura (Kuiken et al.,
2000b; Op de Coul et al.,, 2001b), foi também demonstrado pela distribuigdo das
seqliéncias GPGR e GWGR na arvore filogenética discutida no trabalho de tese. Nessa
arvore, as seqiiéncias com os dois padrdes de assinatura do Brasil, por exemplo, se

agruparam com seqliéncias de diversos paises (figura 9).

Naturalmente, o agrupamento de virus GPGR brasileiros com seqiiéncias de
outros paises na arvore filogenética nao indica a direcdo da migracao destes virus, ou
seja, ndo indica se o Brasil exportou ou recebeu cepas com este motivo protéico. De
qualquer forma, uma vez que as epidemias regionais pelo HIV-1 ndo sdo isoladas, a
migracdo dos virus GPGR no Brasil ocorreu obviamente em ambas as dire¢cdes. Deve
ser lembrado que, nos paises da América Latina que t€ém fronteira com o Brasil, o
subtipo B ¢ o responsavel pela grande maioria das infec¢des pelo HIV-1 (Cabello et al.,
1995; Campodonico et al., 1996; Carrillo et al., 1992; Rivera-Morales et al., 2001;
Velarde-Dunois et al., 2000).

Desta forma, no Brasil, poder-se-ia esperar que, ao longo dos tltimos 20 anos, a
propor¢ao de infecgdes pela variante GWGR diminuisse enquanto o nimero de casos
atribuidos aos virus GPGR aumentasse progressivamente devido as suas multiplas re-
introdugdes. De fato, a comprovada introducao no pais de outros subtipos, como A, C,
D e F (Bongertz et al., 2000; Guimaraes et al., 2002; Morgado et al., 1998), apds a
explosdo da epidemia pelo subtipo B, mostra que o HIV-1 teve oportunidade de entrar

no pais em diversas ocasioes.

Contudo, a diminui¢ao progressiva do nimero de infec¢des pela variante GWGR
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no Brasil ndo parece ter ocorrido. No registro mais antigo da presenca da variante no
pais, estes virus foram encontrados em propor¢des semelhantes aos virus GPGR
(Michael-Hendry et al., 1996) e, nos trabalhos subseqiientes, propor¢des semelhantes
das duas variantes do subtipo B também foram encontradas no Brasil (Couto-Fernandez
et al.,, 1999; Covas et al., 1998). Além disto, no trabalho de tese, quando todas as
seqiiéncias brasileiras depositadas no Genbank foram recuperadas, as propor¢des de
seqliéncias GPGR e GWGR do subtipo B disponiveis foram, respectivamente, 45% e
38%. Deve-se levar em conta, entretanto, que todos os estudos desenvolvidos para a
caracterizacdo molecular (e antigénica, feitas nos estudos de sorotipagem) dos virus
brasileiros ndo utilizaram amostragens representativas da populacdo infectada, o que
limita a comparagdo da magnitude da epidemia pelas duas variantes do subtipo B,

GPGR e GWGR.

Mesmo considerando a limitagao de amostragem apontada no paragrafo anterior,
nesta se¢do do trabalho de tese, no item 5.1, “Sele¢cdo Natural”, serd discutida a hipotese
de que os virus GWGR possuam alguma vantagem seletiva em relagdo aos seus
parentais que possa ter favorecido a sua manutengdo na epidemia brasileira em
propor¢des semelhantes as dos virus GPGR, apesar da primeira ter provavelmente uma

unica origem e os ultimos terem sido repetidamente introduzidos no pais.

Uma alternativa para a hipdtese de que a disseminagdo da variante GWGR no
Brasil tenha sido favorecida por alguma vantagem seletiva que estes virus possuam em
relacdo aos parentais GPGR ¢é que a sua dispersdo tenha ocorrido devido a fatores nao
relacionados a aptidao do virus. Dentre estes fatores os mais importantes seriam: 1) as
condi¢des locais da epidemia brasileira no momento em que a variante GWGR foi
introduzida no pais e 2) a composi¢do genética da populacdo brasileira. Estas

possibilidades sedao abordadas na se¢do: 5.2, “Outros fatores”.

5.1. Sele¢ao Natural

Para que a selegdo natural tenha atuado sobre a dispersao da variante GWGR na
epidemia brasileira ¢ necessario considerar, em primeiro lugar, que os virus GWGR e
GPGR possuam alguma diferenca em seus fendtipos. Em segundo lugar, se a diferenca
no fenotipo realmente existe, ¢ necessario que esta confira a variante GWGR uma
chance maior de se perpetuar na epidemia do que a chance da variante GPGR. Isto

significa que, por alguma razao, a variante GWGR seja mais apta para “sobreviver” e
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“deixar descendentes” na populagdo humana do que os virus GPGR. Contudo, que

vantagem seletiva seria esta?

De um modo geral, para os virus, a aptiddo (fitness) ¢ um parametro que define o
seu grau de adaptagdo em um ambiente bioldgico (Domingo et al., 1997), ou seja, nos
seus hospedeiros. Quanto aos virus RNA, como o HIV-1, sua aptiddo se expressa sob
duas formas: 1) por sua capacidade de ultrapassar as barreiras do sistema imune inato e,
assim, infectar novos hospedeiros, ou seja, por sua transmissibilidade; e 2) apds penetrar
no organismo do hospedeiro, por sua capacidade de escapar do sistema imune
adaptativo e manter uma infecgdo persistente através da producao continua de novas

particulas virais (Quifiones & Arts, 2001).

Na literatura, ha alguns anos, foi sugerido que os virus dos subtipos B, C e o
recombinante CRF 01 AE diferiam quanto a transmissibilidade (Essex, 1999;
Workshop Report from the European Commission DG XII, 1997). Isto porque,
principalmente na Tailandia, os virus do subtipo B estdo especialmente associados a
infeccdes por uso de drogas injetdveis enquanto os virus CRF 01 AE sdo mais
freqlientemente encontrados nos individuos infectados por contato sexual. Uma vez que
uma diferenga semelhante foi encontrada entre os subtipos B ¢ C na Africa do Sul (van
Harmelen et al., 1997), alguns trabalhos in vitro foram conduzidos no sentido de estudar
a eficiéncia destes virus em infectar diferentes células em cultura (Dittmar et al., 1997,

Karita et al., 1997; Pope et al., 1997; Soto-Ramirez et al., 1996).

Desta forma, foi inicialmente mostrado que os virus C e CRF_01 AE eram mais
eficientes em infectar células de Langerhans do que virus do subtipo B. Uma vez que
estas células sao encontradas em grandes quantidades na vagina, no cé€rvix e na glande, e,
via de regra, estdo ausentes no reto, os autores sugeriram que o tropismo celular observado
in vitro fosse um indicador da eficiéncia de transmissdo por contato heterossexual (Soto-
Ramirez et al., 1996). Contudo, trabalhos subseqiientes ndo confirmaram estes resultados
(Dittmar et al., 1997; Karita et al.,, 1997; Pope et al., 1997). Assim, se existem
diferencas na transmissibilidade de variantes do HIV-1, estas diferencas nao foram

ainda demonstradas.

No caso das duas variantes do subtipo B, GPGR e GWGR, o tipo de desenho de
estudo utilizado (a abordagem ideal para o problema seria o desenvolvimento de um
estudo prospectivo) e as informagdes disponiveis dos pacientes infectados ndo permitem

que se faca qualquer andlise sobre a existéncia de diferencas no seu fenotipo que
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interfiram na sua transmissibilidade. Estas limitagdes, associadas a auséncia de
evidéncias na literatura quanto a diferencas na transmissibilidade dessas duas variantes,
impossibilita a abordagem comparativa de sua aptidio em relagdo ao fendtipo

transmissibilidade.

Contudo, nos ultimos anos, a possibilidade dos subtipos de HIV-1 estarem
associados as diferencas no tempo de sobrevida sem AIDS vem sendo explorada por
alguns autores. Uma limitacdo dos trabalhos desenvolvidos, contudo, ¢ que em sua
maioria estes foram estudos seccionais € que envolviam um nimero reduzido de
individuos (Kaleebu et al., 2001; Neilson et al., 1999), enquanto a melhor abordagem
para se responder a questdo seria o estabelecimento de coortes de casos incidentes em
populacdes onde mais de um subtipo circulam (Workshop Report from the European
Commission DG XII, 1997). O tnico estudo de seguimento, comparando progressao da
imunodeficiéncia em individuos infectados com diferentes subtipos de HIV1, sugere que o
subtipo A estd associado a um periodo de sobrevida sem AIDS mais longo do que os

subtipos C, D e G (Kanki et al., 1999).

Porém como uma menor taxa de progressdo para a AIDS poderia conferir uma

maior aptiddo aos virus que causam estas infec¢oes?

De uma forma geral, o modo como a viruléncia de qualquer microorganismo
patogénico (sendo viruléncia definida como o potencial — probabilidade ou taxa - de um
patégeno produzir morbidade ou mortalidade em hospedeiros infectados) esta
relacionada com a sua transmissibilidade ¢ importante, uma vez que a transmissdo
determina o sucesso evolutivo do microorganismo. Classicamente, a premissa
subjacente aos estudos sobre a evolucao de patdgenos ditava que a selegdo natural
favoreceria a evolugdo em direcdo a coexisténcia benigna entre o hospedeiro e o
parasita, ou seja, que a selecdo natural favoreceria cepas com reduzida viruléncia. A
logica por tras deste conceito € que hospedeiros vivos € méveis podem transmitir os
organismos que os infectam de forma mais eficiente do que os hospedeiros debilitados
(Ewald, 1996; Lipsitch & Moxon, 1997).

Contudo, estudos recentes sobre a evolugdo da viruléncia enfocam que os
patogenos estao sujeitos a uma “barganha” (¢rade off) entre os beneficios competitivos
que ganham com a maior exploracdo de seus hospedeiros € o pre¢o que pagam por
qualquer efeito da doenca por eles causada que reduza o contato infeccioso entre os
hospedeiros infectados e os susceptiveis. A premissa basica da teoria da “barganha” ¢

que maior viruléncia esta correlacionada com maior propagagdo do patdégeno. Nos
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modelos propostos segundo essa teoria, a selecdo natural pode favorecer mesmo as
cepas com niveis intermedidrios ou elevados de viruléncia, desde que essas cepas mais
virulentas possuam alguma vantagem evolutiva capaz de compensar a menor
oportunidade de transmissdo que resulta da morte ou da debilidade dos hospedeiros. Um
exemplo seria as altas taxas de replicagdo no organismo dos hospedeiros observadas em
alguns parasitas, como o HIV. As altas taxas de replicacdo t€ém sido relacionadas a
maior transmissibilidade e viruléncia; neste caso, a maior viruléncia seria compensada
pela persisténcia dos patdégenos nos hospedeiros devido ao escape de sua depuragao pelo
sistema imune (Ewald, 1996; Lipsitch & Moxon, 1997).

Segundo Ewald (Ewald, 1996), no caso das doengas de transmissdo sexual, um
dos fatores dos quais depende esta “barganha evolutiva” ¢ o comportamento sexual do
hospedeiro. Nesse caso, infeccdes de curta duragdao seriam ineficientes para a maioria
dos patdgenos a menos que os seus hospedeiros mudassem de parceiros a cada poucos
dias, antes que os microorganismos fossem eliminados pelo sistema imune ou
causassem a morte do hospedeiro, por exemplo. Desta forma, os patogenos sexualmente
transmissiveis precisam permanecer infecciosos por periodos de tempo que atravessam

mais do que uma Uinica mudanga de parceiro sexual.

No caso do HIV-1, a infeccdo ¢ normalmente detectada quando o paciente
apresenta alguma manifestacdo clinica associada ao virus ou quando teve contato sexual
com um parceiro infectado (ou sob risco para a infecgdo), € usuario de drogas injetaveis ou
recebeu transfusdo de sangue. Assim, se o paciente estiver infectado com uma cepa
menos patogénica do que as cepas circulantes, a infec¢do deste paciente demorard mais
tempo para ser detectada do que as infecgdes causadas pelas demais cepas, uma vez que
este paciente levara mais tempo para apresentar-se doente (deve-se, contudo, levar em
conta que o tempo de progressdo para a AIDS ¢ extremamente variavel). Além disso,
durante o tempo em que o paciente permanecer assintomatico, ele poderd manter o seu
comportamento social de antes da infec¢do, como o seu comportamento sexual habitual

ou o uso de drogas injetaveis, por exemplo.

Em relacdo as duas variantes do subtipo B, GPGR e GWGR, Santoro-Lopez et al e
Casseb et al, no Brasil, mostraram que o tempo de sobrevida sem AIDS para os pacientes
infectados pelo sorotipo GWGR ¢ superior ao tempo de sobrevida dos pacientes
infectados pelo sorotipo GPGR (Casseb et al., 2002; Santoro-Lopes et al., 2000). Nesse
caso, uma menor taxa de progressdao para a AIDS poderia significar, para a variante

GWGR, uma maior chance de infectar novos hospedeiros antes que sua presenga fosse

70



descoberta do que virus mais agressivos que circulam no restante da populagdo; a maior
chance de deixar descendentes ¢ um dos fatores sobre os quais a selecdo natural pode
atuar. Em outras palavras, a menor viruléncia seria favorecida e compensada por uma
maior chance da variante ser transmitida para novos hospedeiros e, assim, se perpetuar

na populagao.

Desta forma, decidiu-se investigar se as duas variantes do subtipo B possuem
algum marcador que indique a existéncia de diferencas na sua patogenia. A discussdo

dos resultados encontrados ¢ apresentada a seguir.

5.1.1 Fenétipo SI nas seqiiéncias GPGR e GWGR

Como dito na introdugcdo da tese, os isolados de HIV-1 recuperados nos
diferentes estagios da imunodeficiéncia tém fenotipos distintos. Resumidamente, os
virus que circulam no hospedeiro humano nos primeiros anos da infec¢ao geralmente se
caracterizam por possuirem baixas taxas de replicacdo, por ndo induzirem a formacao
de sincicios in vitro (fenotipo NSI), por se replicarem com mais eficiéncia em
macrofagos do que em células T transformadas e por utilizarem preferencialmente o co-
receptor CCRS. Por outro lado, os virus isolados de pacientes nas fases mais avancgadas
da imunodeficiéncia apresentam altas taxas de replicagdo, se replicam com maior
eficiéncia em células T e utilizam o co-receptor CXCR4. Além disto, em
aproximadamente 50% dos individuos nos estagios tardios da infec¢do, uma parcela da
populagdo de quasispecies adquire a capacidade de formar sincicios (fenotipo SI)
(Fouchier & Schuitemaker, 1996; Quifiones-Mateu & Arts, 2001).

Essas mudangas no fenotipo dos isolados de HIV-1 observadas durante a
progressdo da imunodeficiéncia parecem envolver diversas estruturas do HIV-1.
Contudo, a associagdo mais marcante envolve a capacidade de induzir a formagdo de
sincicios e o dominio da regido V3 do gene env. Isto porque a mudanga para o fendtipo
SI que ocorre nos estagios finais da imunodeficiéncia esta relacionada a substituicdo de
dois aminoacidos na alga V3 localizados nas posi¢des 306 e 320 do ENV. Assim, no
inicio da infecc¢do, na maioria dos isolados, estes sitios sdo ocupados, respectivamente,
por residuos de serina (S) e de 4acido glutdmico (E), que sdo substituidos por residuos de
arginina (R, posicao 306) e arginina ou lisina (R ou K, posi¢ao 320) nos virus SI. Em
conseqiiéncia a substituicdo destes dois aminoacidos ocorre um aumento na carga
molecular da regido V3, uma vez que a lisina e a arginina possuem cargas positivas

(Fouchier & Schuitemaker, 1996).
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Para se estudar se as seqiiéncias GPGR e GWGR incluidas no trabalho de tese
possuem proporgdes diferentes de mutagdes associadas a progressdo para a AIDS nos
sitios 306 e 320 da al¢a V3, os aminoacidos encontrados nestes sitios nos dois grupos de
seqliéncias foram analisados. A tabela 7 apresenta as seqiiéncias com os motivos GPGR
e GWGR, nas quais pelo menos uma das substituicdes de aminodcidos associadas a

inducdo de sincicio foi encontrada.

Tabela 7 Seqiiéncias com os motivos GPGR e GWGR com substituicio de aminoacidos
nas posicoes 302 e 320 da al¢a V3

GPGR GWGR

Identificacio pais ano Identificacao pais ano
X78513 Brasil 1988 U08975 Brasil 1992
U08446 Haiti 1992 U37041 Argentina 1995
AY037268 Argentina 1984 U28955 Paraguai 1995
X78515 Brasil 1988

X78517 Brasil 1988

uo08772 Brasil 1992

AF113570 Brasil 1996

AF200874 Meéxico 1998

AF034027 Brasil 1996

U95485 Italia ?

AF137974 EUA 1983

Y 18760 Brasil 1995

AF368558 Franga ?

AB059299 Japao ?

Uo00427 Brasil 1992

U20019 China 1991

AF076319 Brasil 1997

AF142260 Espanha 2000

Como pode ser observado na tabela 7, das 98 seqiiéncias GPGR 18 (18%)
possuem pelo menos uma das substituicdes no topo da alga V3 associadas ao fenotipo

SI. Por outro lado, no grupo GWGR (n=81) a propor¢do foi de trés seqiiéncias em um

total de 81 (3,7%).

Uma questdo que poderia ser apontada em relacdo aos resultados apresentados

na discussdo ¢ que a menor propor¢ao de mutagdes nas posi¢cdes 306 e 320 da alca V3
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no grupo GWGR seria uma decorréncia natural do fato das seqiiéncias GWGR se
agruparem em um unico ramo com 87% de probabilidade de confianca na arvore
filogenética, ou seja, devido ao fato destas seqii€éncias representarem um grupo mais
homogéneo de virus do que a variante GPGR. De fato, a distancia média entre as
seqiiéncias GWGR, calculada pelo modelo de Tamura-3, foi 0,135, inferior a obtida
dentro do grupo GPGR, que foi de 0,154. Contudo, a diferenca entre estes dois valores
de distancia foi pequena e provavelmente insuficiente para justificar os resultados na

secao de discussao.

Uma outra questdo ¢ que, uma vez que a epidemia pelos virus GPGR no mundo
¢ anterior a epidemia pela variante GWGR, as seqiiéncias GPGR incluidas na analise
podem ter sido obtidas de pacientes com um tempo de infeccdo mais longo do que
aqueles infectados com a variante GWGR. Assim, os pacientes infectados com virus
GPGR teriam uma maior probabilidade de portarem cepas com o fen6tipo SI do que os
pacientes infectados com a variante GWGR simplesmente por terem uma infec¢ao pelo
HIV-1 mais antiga. Contudo, deve ser refor¢ado que o tempo de progressao para AIDS

¢ muito variavel entre os pacientes infectados, o que limita este tipo de inferéncia.

Ao contrario do que ocorre no resto do mundo, ha indicios de que as duas
variantes do subtipo B circulam no Brasil desde o inicio da epidemia brasileira
(Michael-Hendry et al., 1996). Neste caso, as seqiliéncias das duas variantes no Brasil
podem ter tido chances semelhantes de terem sido obtidas de amostras colhidas de
pacientes em estagios tardios (ou precoces) da infeccdo. Além disto, as seqiiéncias
brasileiras GPGR ¢ GWGR depositadas no Genbank foram obtidas dos mesmos
trabalhos e todas foram incluidas na andlise. Considerando-se que, no Brasil, as
epidemias pelas duas variantes sdo contemporaneas, as proporc¢des de seqiiéncias GPGR
e GWGR brasileiras com mutagdes na alga V3 associadas ao fendtipo SI foram
calculadas. Esta analise mostrou que, no conjunto de amostras brasileiras, as mutagdes
associadas ao fendtipo SI estdo presentes em nove das 55 seqiiéncias GPGR (16,4%) e

em somente uma das 54 seqiiéncias GWGR (1,8%) (tabela 7).

Para se estudar se os resultados obtidos com as seqiiéncias brasileiras poderiam
ser viciados pelo ano de coleta das amostras das quais as seqiliéncias foram derivadas, a

distribuicdo temporal destas seqiiéncias foi considerada e ¢ apresentada na tabela 8.
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Tabela 8 Distribuicao das seqiiéncias GPGR e GWGR segundo ano de
coleta da amostra.

Ano GPGR GWGR
Todos Brasil Mundo Todos Brasil Mundo

1983 2 - 2 - - -
1984 1 - 1 - - -
1987 3 2 1 - - -
1988 4 1 1 1 -
1989 1 - 1 - - -
1990 3 2 1 7 7 -
1991 5 1 4 - 3
1992 20 14 6 12 10 2
1993 6 5 1 9 6 3
1994 1 - 1 -
1995 15 14 1 11 8 3
1996 18 13 5 18 12 6
1997 3 1 2 4 1 3
1998 2 - 2 1 - 1
1999 2 - 2 - - -
2000 1 1 1 - - -
ND 11 - 11 10 4 6
Total 98 55 43 81 54 27
Média 1993 1993 1992 1994 1994 1994

Como pode ser visto na tabela, a maioria das seqiiéncias brasileiras provém de
amostras colhidas entre os anos de 1992 a 1996. Neste periodo, foram obtidas 84%
(46/55) das amostras GPGR brasileiras e 82% (41/50) das amostras GWGR. Além
disto, os trabalhos brasileiros nos quais estas seqiiéncias foram geradas foram
desenvolvidos com o objetivo de se conhecer a diversidade do HIV-1 no Brasil, sem
que tivessem empregado alguma abordagem que favorecesse a identificagdo de alguma
das duas variantes, o que torna improvavel a ocorréncia de vicio em direcdo a
identificacao de virus GPGR ou GWGR em momentos especificos da epidemia. Assim,
o fato de a maioria das seqiiéncias dos dois grupos ter sido encontrada em amostras
colhidas no mesmo periodo sugere que a maior propor¢cdo de mutagdes associadas ao
fendtipo SI das seqiiéncias GPGR brasileiras ndo deve ser atribuida a diferencas nas

datas de coleta.
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Quando a média dos anos de coleta foi calculada para cada grupo, foi possivel
observar que as seqiiéncias GWGR brasileiras sio um pouco mais recentes do que as
seqliéncias GPGR (o ano médio para o grupo GPGR foi 1993 e para o grupo GWGR foi
1994). Esta diferenca entre as médias nos anos de coleta poderia ser atribuida ao fato de
os pacientes infectados pelos virus GWGR terem um periodo de infec¢do assintomatica
mais longo do que os pacientes GPGR. Entretanto, uma vez que todas as seqiiéncias
brasileiras foram obtidas de amostras colhidas por conveniéncia, esta diferenga pode

simplesmente ser conseqii€éncia de erros de amostragem.

A menor propor¢ao de seqiiéncias GWGR com mutagdes associadas a formacao
de sincicios em relagdo as seqiiéncias GPGR sugere que a evolugdo da variante GWGR
em direcdo ao fenotipo SI seja mais lenta do que a evolucao da variante GPGR. Mesmo
a luz das limitagdes apontadas anteriormente, esses resultados poderiam explicar o fato
de os pacientes infectados com o sorotipo GWGR possuirem um periodo de sobrevida
maior sem AIDS do que aqueles infectados pelo sorotipo GPGR, como ja observado

(Casseb et al., 2002; Santoro-Lopes et al., 2000).

Se os individuos infectados pelos virus GWGR experimentam um periodo de
infeccdo assintomatica mais longo do que aqueles que portam a variante parental
GPGR, isto poderia significar, para a variante GWGR, uma maior oportunidade de ser
transmitida para novos hospedeiros, ou seja, de deixar descendentes, frente aos virus
GPGR. Esta diferenga no fendtipo dos dois virus, entdo, conferiria a variante GWGR
uma aptidao para se perpetuar na epidemia superior a dos seus parentais. Por sua vez, a
diferenca na aptidao relativa das duas variantes explicaria o fato dos virus GWGR
serem encontrados na epidemia brasileira em propor¢des semelhantes aos virus GPGR,

mesmo tendo se originado de um Unico ancestral comum.

Por outro lado, o fato de os pacientes infectados pela variante GWGR terem uma
sobrevida maior do que aqueles infectados pelos virus GPGR significa que os primeiros
permanecem mais tempo na populagdo e tiveram maiores chances de serem amostrados
nos trabalhos desenvolvidos no Brasil. Este fato pode ter influenciado o nimero de
seqiiéncias GWGR encontradas no Genbank, todas obtidas de estudos seccionais, na

maioria dos quais nao havia referéncia quanto a época de soroconversao dos pacientes.

5.1.2. Por que as diferencas nos fendtipos?

Agora, o que determinaria este fen6tipo vantajoso para a variante GWGR?
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Por definicdo, esses virus foram identificados devido a substituicdo da prolina
por um residuo de triptofano no topo da alga V3. Nesse contexto € necessario considerar
se: 1) o triptofano encontrado no motivo protéico no topo da alga V3 ¢ essencial para as
diferencas observadas nos fenotipos das duas variantes ou 2) se simplesmente
representa um marcador para estes virus. Neste ultimo caso, outras mutagdes na regiao
do gene env também estariam envolvidas nas diferencas fenotipicas associadas a
progressao da imunodeficiéncia.

Comparando-se somente a regido V3 dos dois grupos de seqiiéncias, pode-se
observar que as seqiiéncias consenso das variantes GPGR e GWGR (tabela 9) possuem,
com uma Unica excec¢do, os mesmos aminoacidos em cada sitio analisado (além de,
naturalmente, a substituicdo da prolina pelo triptofano). Tal exce¢do ocorre na posi¢ao
309, adjacente ao motivo protéico do topo da alga V3. Assim, enquanto na maioria das
seqiiéncias GPGR este sitio ¢ ocupado por um residuo de isoleucina (I), na maior parte
das seqiiéncias GWGR a isoleucina estd substituida por metionina (M). A presenca
deste residuo de metionina adjacente ao motivo protéico ja havia sido mencionada
durante a discussao da origem da variante GWGR.

Na literatura, ¢ descrito que a prolina na segunda posi¢do do motivo protéico ¢
um aminoacido extremamente conservado (Kuiken et al., 2000a), sendo encontrado em
todos os subtipos do HIV-1 e nas seqiiéncias dos virus da imunodeficiéncia de
chimpanzés, o SIV, (Kuiken et al., 2000a). Esta extrema conservacdo da prolina
mostra que, neste caso, existe uma forte pressdo seletiva contra a substituicdo deste
aminoacido. Esta selecdo a favor da prolina indica que a sua conservagdo deve ser

importante para a conformacao e funcao biologica da regido V3.

Contudo, as implicacées das substituicdoes da prolina pelo triptofano e, da mesma forma, da
isoleucina pela metionina, observadas nas seqiiéncias GWGR para a conformacio da al¢a V3,
ainda nao foram investigadas. Uma possibilidade é que, uma vez que o triptofano e a metionina
possuem caracteristicas moleculares e propriedades fisico-quimicas diferentes da prolina e da
isoleucina, respectivamente, as duas mutacoes sejam necessarias para que a conformacio da regifio

V3 dos virus GWGR seja mantida.
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Tabela 9- Seqiiéncias consenso construidas para todo o conjunto de seqiiéncias GWGR e GPGR incluidas na analise filogenética e a

proporc¢ao de sitios conservados em cada grupo. As setas indicam as posicoes 306 e 320 onde ocorrem as mutacoes associadas ao
fenotipo SI.

Sitios de aminoacidos na alca V3

296 297 298 299 300 301 302 303 304 305 306 307 308 309 310 311 312 313 314 315 316 317 318 319 320 321 322 323 324 325 326 327 328 329 330
P C T R P N N N T R K S I H 1 G P G R A F Y A T G E I I G D 1 R Q A H C
% 99 89 100 98 82 93 94 97 9 80 66 97 69 8 94 100 100 79 90 76 87 63 97 84 40 93 8 99 & 99 99 8 98 & 100
W C T R P N N N T R K S I H M G W G R A F Y A T G E I I G D 1 R Q A H C
% 100 90 100 99 64 98 95 100 9% 93 76 98 94 63 95 100 99 100 75 84 96 75 90 98 65 98 8 100 76 99 98 88 99 &4 99
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Assim, apesar da extrema conservacdo da prolina, a expansdo de virus com o
padrio de assinatuira GWGR na epidemia indica, dentro de uma visdo mais
conservadora, que o aminoacido triptofano também pode ser tolerado nesse sitio da
regido V3 sem que a sua presenca torne estes virus inaptos para sobreviver no
hospedeiro humano. Isto porque, se este fosse o caso, essa variante teria sido eliminada
pela selecdo purificadora, o que ndo ocorreu. Ao invés disto, em relagdo a variante
GWGR, esta ndo somente se estabeleceu na epidemia brasileira, como parece possuir
um fenodtipo mais vantajoso em relagdo aos virus GPGR.

Um fato que deve ser discutido com os resultados encontrados no trabalho de
tese ¢ a recente disseminagdo de virus do subtido C na pandemia do HIV-1 (Osmanov et
al., 2002). Nos tultimos anos, tem sido observado que o subtipo C ¢, dentre todas as
variantes do HIV-1, o responsavel pelo maior nimero de casos incidentes de infecgdes.
Alguns exemplos mostram que, em regides onde anteriormente a epidemia era
dominada por outros subtipos, como India, China e Africa sub-sahariana, atualmente a
maioria das infecgdes ¢ atribuida ao subtipo C (Osmanov et al., 2002). No Brasil, apesar
do subtipo B ser o mais prevalente, os casos associados ao subtipo C tém aumentado,
especialmente na regido sul do pais (Guimaraes et al., 2002).

Recentemente, diversos estudos tém sido conduzidos para avaliar os fatores
subjacentes a disseminag¢dao do subtipo C. Neste caso, o topo da algca V3 nao estaria
relacionado a este fato, uma vez que as seqiiéncias do subtipo C possuem o motivo
protéico GPGQ no topo da alga, sendo este o padrao de assinatura mais comum entre as
seqiiéncias dos subtipos ndo-B de HIV-1 (Kuiken et al., 2000a).

Contudo, ¢ descrito na literatura que os virus do subtipo C nao evoluem, durante
o curso da infecgdo, para o fenotipo SI e nem utilizam, nas fases tardias, o co-receptor
CXCR4, como ¢ normalmente observado para os virus dos outros subtipos (Treurnicht
et al., 2002). Associa-se a estas diferencas a observacdo de que as mutagdes para
aminoacidos bdsicos que ocorrem normalmente nas posicoes 306 e 320 da alca V3
durante a progressao da imunodeficiéncia estao ausentes nos virus do subtipo C (Ping et
al., 1999; Treurnicht et al., 2002). Comparando-se estas observagdes com os resultados
do presente trabalho, apesar de as mutagdes associadas ao fendtipo SI terem sido
encontradas nas seqliéncias GWGR, estas mutagdes foram menos freqiientes nesse
grupo do que entre as seqiiéncias GPGR.

Além dos virus do subtipo C ndo adquirirem o fendtipo indutor de sincicio, Ball
e colaboradores mostraram que virus dos subtipos B e C diferem em relagdo a sua

capacidade de se replicar em células de diversas linhagens. Mais especificamente, os
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autores mostraram que os isolados do subtipo C se replicam, in vitro, de forma menos
eficiente em células mononucleares e em linfocitos T CD4" - os principais alvos do
virus durante a infec¢ao pelo HIV - do que os virus do subtipo B. Por outro lado, os dois
subtipos demonstraram possuir a mesma aptiddo para se replicar em células de
Langerhans, as quais sdo abundantes no trato genital e participam da infec¢ao primdaria
através do contato sexual (Ball et al., 2003).

A partir dos seus resultados, os autores sugerem que os virus do subtipo C
seriam tdo eficientes quanto os virus B com relagdo a sua transmissao por contato
sexual. Contudo, apos infectarem um novo hospedeiro, os virus C, por se replicarem
com menos eficiéncia em linfocitos e macréfagos, determinariam uma progressao mais
lenta da imunodeficiéncia do que os virus do subtipo B. Assim, a menor eficiéncia de
replicagdo conferiria a estes virus, na verdade, uma aptidao maior dentro da populagao
humana. Ainda segundo os autores, seria essa a explicacdo para a rapida expansdo do
subtipo C observada na pandemia pelo HIV-1 (Ball et al., 2003).

Comparando o modelo proposto para a expansdo mundial do subtipo C (Ball et
al., 2003) com o modelo sugerido no presente trabalho para explicar a dispersdo da
variante GWGR, verificamos que em ambos o0s casos o0s virus em questdo se
caracterizam pela auséncia (subtipo C) ou por um menor nimero (variante GWGR) de
mutacgoes associadas a progressdo da imunodeficiéncia. Nos dois casos, os fendtipos
associados a progressdo mais lenta para a AIDS confeririam a ambos uma maior
oportunidade de serem transmitidos para novos hospedeiros. Desta forma, estes virus
seriam mais aptos a deixar descendentes na populagdo humana do que outras variantes

do HIV-1.

Em relagdo ao subtipo C, sua capacidade de gerar novas infec¢des parece ser
superior a dos demais subtipos do grupo M uma vez que, como ja foi exposto no texto,
este subtipo ¢ o responsavel pelo maior nimero de casos incidentes de infec¢ao pelo
HIV-1 que ocorreram nos ultimos anos (Osmanov et al., 2002). No caso da variante
GWGR, uma capacidade para gerar novas infec¢des maior do que a dos virus parentais
GPGR poderia explicar a sua manutencdo na epidemia brasileira ao longo de duas

décadas, apesar das multiplas introdug¢des dos virus GPGR no Brasil.

Contudo, se a diferenca na aptiddo relativa das duas variante do subtipo B
realmente existe, ela ndo deve ser muito acentuada, uma vez que, se este fosse o caso, a
epidemia GWGR teria provavelmente uma maior magnitude nos demais paises onde a

variante circula e, no Brasil, seria majoritdria ou mesmo Unica. Ainda assim, se a
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hipdtese proposta for verdadeira, deve-se esperar que, nos proximos anos, a propor¢ao

de infecgdes pela variante GWGR aumente nos demais paises onde foi encontrada.

Um contra-exemplo para a hipdtese proposta na discussdo da tese ¢ a epidemia
pelo HIV-2, associada a uma menor transmissibilidade e patogenia deste virus quando
comparada a epidemia pelo HIV-1.

Na Africa Ocidental, onde o maior nimero de casos de infecgdo pelo HIV-2 é
encontrado, as principais vias de infec¢do sdo o contato heterossexual e o contato com
sangue contaminado. Contudo, a eficiéncia na transmissao sexual do HIV-2 parece ser
de cinco a nove vezes inferior a do HIV-1. Uma outra diferenca quanto a
transmissibilidade dos dois virus ¢ que o HIV-2 ¢ raramente transmitido verticalmente,
enquanto um tergo das gestantes soro-positivas para o HIV-1 e ndo tratadas com anti-
retrovrais transmitem a infecg¢do para seus filhos (Bock & Markovitz, 2001; Reeves &

Doms, 2002).

Em relacdo a patogenia, apesar do HIV-2 também causar AIDS, a progressao da
imunodeficiéncia associada a este virus ¢ normalmente mais lenta do que a observada
nas infec¢des pelo HIV-1 (Bock & Markovitz, 2001; Reeves & Doms, 2002). Desta
forma, poder-se-ia argumentar que, analogamente ao que foi proposto para o subtipo C
e a variante GWGR, também neste caso o HIV-2 teria uma maior chance de ser

transmitido para novos hospedeiros do que as demais variantes do HIV-1.

Entretanto, de um modo geral, uma importante diferenca entre os dois tipos de
HIV ¢é que as infecgdes causadas pelo HIV-2 estdo associadas a uma menor taxa de
replicagdo e, conseqiientemente, a niveis de carga viral mais baixos do que as infec¢des
pelo HIV-1. Os niveis mais baixos de particulas virais circulante, por sua vez, parecem
relacionados a diferencas na regulacdo da transcricao deste virus, quando comparada ao
HIV-1. Esta diferenca entre os dois virus parece ser um fator importante para as
diferencas na patogenia e transmissibilidade observada entre eles, uma vez que os niveis
de carga viral estdo relacionados a eficiéncia de transmissdo e ao desenvolvimento de

AIDS (Bock & Markovitz, 2001; Reeves & Doms, 2002).

Em relacdo a variante GWGR, apesar de os pacientes infectados com estes virus
no Brasil progredirem mais lentamente para AIDS do que aqueles infectados com virus
GPGR, nao foram observadas diferengas nos niveis de cargas virais entre os dois grupos
(Santoro-Lopes et al., 2000). Quanto as infecgdes pelo subtipo C, a menor eficiéncia na
replicacdo desses virus em células T CD4-positivas e em células mononucleares in vitro

poderia resultar em niveis inferiores de carga viral. Contudo, um estudo seccional
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mostrou que mulheres infectadas por virus C possuiam niveis de carga viral mais
elevados do que aquelas com virus dos subtipos A, D ou G. Entretanto, a natureza deste
estudo ndo permitiu que se discriminasse entre as possibilidades das pacientes com
virus C estarem infectadas ha mais tempo do que as demais ou terem um tempo de
progressdo menor para AIDS (Neilson et al.,, 1999). O tnico estudo de seguimento
comparando a progressdo da imunodeficiéncia entre pacientes infectados por diferentes
subtipos de HIV-1 (inclusive o C) ndo incluiu os niveis de cargas virais entre as

variaveis analisadas (Kanki et al., 1999).

Desta forma, se as infecgdes pelo subtipo C e por virus B GWGR estdao
associadas a progressdo mais lenta da imunodeficiéncia (o que seria seletivamente
vantajoso nos modelos propostos), esta menor patogenicidade ndo parece estar
relacionada aos niveis de cargas virais observados nas infec¢des por esses virus. Quais
fatores relacionados a biologia dos virus sdo subjacentes a progressdo mais lenta para

AIDS, se isto realmente ocorre, devem ser ainda determinados.

Considerando-se essas observagdes, o fato das infec¢des pelo HIV-2 cursarem
normalmente com niveis inferiores de carga viral conferiria a estes virus uma menor
aptiddo para estabelecer epidemias do que o HIV-1 devido a sua menor
transmissibilidade, apesar dessas infecgdes estarem associadas a uma progressao mais
lenta da imunodeficiéncia. Como ja foi dito, as infec¢des por este tipo de virus
permanecem restritas a poucas regides geograficas. Por outro lado, no caso do subtipo C
e da variante GWGR, a auséncia de evidéncias de que estes virus sejam menos
transmissiveis do que as outras variantes do HIV-1 associada a uma possivel menor
patogenia capacitaria estes virus a se perpetuarem na epidemia mundial, no caso do

subtipo C, e na brasileira, no caso da variante GWGR.

5.2. Outros fatores

A pandemia pelo HIV-1 ¢ extremamente complexa, e cada pais experimenta
epidemias regionais com caracteristicas particulares. Para tal complexidade contribuem,
por exemplo: 1) fatores do hospedeiro, como a habilidade do sistema imune em
responder ao virus, mediados especialmente pelos genes HLA (human lymphocyte
antigen); 2) as condi¢des socio-econdmicas de cada pais, o que pode ser evidenciado
pelo grande numero de casos de infeccdo nas regides economicamente menos

favorecidas; 3) o fluxo de individuos entre os diversos paises onde o HIV-1 circula, seja
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devido as migragdes, as suas relagdes comercias ou ao turismo e 4) a historia da
introducdo do HIV-1 em cada pais, ou seja, 0 momento da sua introdu¢do no contexto
da epidemia mundial, o(s) grupo(s) de individuos infectados e as inter-relacdes entre

estes grupos.

A dispersao do HIV-1 em cada regido geografica ¢ profundamente influenciada
pelos fatores citados. Assim sendo, mesmo que existam diferencas na aptiddo relativa
das duas variantes do subtipo B, ¢ muito provavel que as caracteristicas particulares de
cada epidemia também tenham contribuido para a heterogeneidade observada na
dispersao mundial dos virus GWGR. Por outro lado, se as duas variantes possuem a
mesma aptiddo para se perpetuar na populacdo humana, entdo o grande nimero de
infecgdes causadas pelos virus GWGR encontrado no Brasil deve ser atribuido a

condig¢des especificas da epidemia brasileira.

Neste ponto da tese, vamos discutir a hipotese da dispersdo da variante GWGR
nao ter ocorrido especificamente pelo fato destes virus representarem variantes mais
aptas a deixar descendentes na epidemia do que os seus parentais GPGR. Dois fatores
serdo abordados, por serem possivelmente os mais relevantes: em primeiro lugar, as
condi¢des das diversas epidemias regionais no momento da identificagdo da primeira
seqliéncia GWGR em cada pais e, a seguir, a composicao genética das populagdes de

hospedeiros humanos.

5.2.1. Condicoes das epidemias

Para que um patogeno tenha sucesso no estabelecimento de uma epidemia, €
necessario que, apos a sua introdu¢do em um hospedeiro susceptivel, o nimero médio
de infec¢des secundarias produzidas por ele em uma populagio onde todos os
individuos sdo susceptiveis (ou numero reprodutivo basico, Ry) seja superior a 1 (May
et al., 2001). Brevemente, em doencas sexualmente transmissiveis (DST), como o HIV,
Ry depende do tempo de duragdo da infecciosidade, da taxa epidemiologicamente
efetiva de troca de parceiros e da probabilidade de transmissdo do patogeno. A
probalilidade de transmissdo, por sua vez, apesar de estar relacionada com o tempo de
duragdo da infecciosidade, também possui componentes comportamentais, Como o uso
de preservativos, circunscisdo e presenca de lesdes na mucosa genital associadas a
outras DST, as quais estdo relacionadas com o acesso a tratamento médico, por exemplo

(May et al., 2001).
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Assim, apesar do sucesso em estabelecer epidemias para um patdégeno como o
HIV-1 depender de uma complexa interagdo entre fatores biologicos e
comportamentais, o momento historico da introducdo do virus em uma populagdo ¢
importante, uma vez que influenciard a chance que esse patdgeno terd de encontrar
novos hospedeiros susceptiveis. Considerando-se que as variantes GPGR e GWGR
possuem a mesma infecciosidade (ou seja, a mesma aptidao para deixar descendentes) e
que o comportamento sexual médio das diversas populacdes onde a variante GWGR foi
semeada nao difere substancialmente, dos componentes de R, citados para as doencgas
infecciosas aquele que poderia estar associado a dispersdo heterogénea desses virus

seria a sua probabilidade de transmissao.

A observacdo da distribuicdo geografica dos subtipos de HIV-1 na epidemia
mundial mostra que, na maioria dos casos, o subtipo mais prevalente em cada pais ¢
aquele que fundou a epidemia local. Um exemplo que pode ser citado se refere a
historia epidemiologica do proprio subtipo B o qual, apesar de ter sido sempre
minoritario na Africa sub-sahariana, foi levado para o Ocidente provavelmente no final
da década de 70 e teve a oportunidade de fundar as epidemias da América e Europa
Ocidental. Assim, nas duas regides, mesmo ap6s mais de duas décadas, o subtipo B
permanece o responsavel pela grande maioria das infecgdes pelo HIV-1. Um outro
exemplo da funda¢do de uma epidemia por um subtipo globalmente minoritario ¢ a
introducao do subtipo F na Roménia, no final da década de 80, onde at¢ o momento

responde pelo maior nimero de casos de infeccao pelo HIV.

Além de diferentes subtipos terem fundado epidemias regionais, em alguns
casos, individuos sob riscos especificos para a infec¢do portam subtipos distintos.
Quanto a isto, o melhor exemplo é o que ocorre na Tailandia, onde introducdes
independentes fundaram as epidemias entre os usuarios de drogas injetdveis e
heterossexuais, infectados, em sua maioria, pelo sbtipo B e o CRF 01 AE,
respectivamente. Ainda hoje, apesar da segregagdo das variantes nestes grupos ja ndo
ser tdo marcante como nos primeiros anos da epidemia, a maioria dos usudrios de
drogas esta infectada pelo subtipo B enquanto o CRF 01 AE é majoritario entre os

pacientes heterossexuais.

Apesar dos registros da presenca da variante GWGR na pandemia pelo HIV-1
serem incompletos, com a exce¢do do Brasil, ndo ha indicios de que estes virus tenham
sido semeados nos diversos paises onde sdo encontrados antes da década de 90 (tabela

1). Por outro lado, no Brasil, a presenca de anticorpos reativos a peptideos com o
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motivo GWGR em soros colhidos em 1983 (Michael-Hendry et al., 1996) mostra que
estes virus circulam no pais desde o inicio da década de 80. Considerando-se que nem o
momento preciso do aparecimento da variante no contexto da pandemia nem o de sua
introducao em cada pais sao conhecidos, alguns cenarios para explicar a distribui¢ao

geografica da variante GWGR serdo propostos e discutidos a seguir.

Cenario I: Neste cendrio, a variante GWGR teria surgido antes que o HIV-1
tivesse sido semeado no Ocidente, ou seja, na Africa Central, e, a partir desta regido,
iniciou as epidemias da Europa e América junto com os parentais GPGR do subtipo B.
Neste caso, a introducdo das duas variantes, GPGR ¢ GWGR, nos diferentes paises da
Europa e América poderia ter sido simultdnea. Contudo, pelo menos dois argumentos
falam contra esta possibilidade: 1) a variante GWGR néo foi encontrada na Africa e 2)
se a variante houvesse participado da fundagdo das epidemias americana ¢ da Europa
Ocidental, seria esperado que a proporcao de casos de infec¢ao por virus GWGR nestas
regides fosse semelhante a relatada para os GPGR, como ocorre no Brasil, o que ndo
parece ser verdade. Apesar do retrato que se tem da distribui¢do mundial das variantes
do HIV-1 ser extremamente incompleto, pelo menos para paises como Estados Unidos e
Holanda isto nao se aplica devido ao grande nimero de relatos na literatura sobre os
virus que circulam nestas duas regides, refletido na grande quantidade de seqiiéncias
locais disponiveis no Genbank. Por exemplo, na amostra sistematica de 263 seqiiéncias
GPGR analisadas na tese, 43,7% foram obtidas nos Estados Unidos e¢ 11,8% na

Holanda; juntos, os dois paises contribuiram com mais de 50% das seqiiéncias GPGR.

Cendrio 2: A variante GWGR teria surgido fora da Africa, logo apés a dispersio
dos virus B no Ocidente, ou seja, no final da década de 70 e inicio da de 80. Neste caso,
o local de origem ndo teria sido o Brasil, mas sim outro pais da Europa ou América. A
partir deste pais, entdo, a variante teria sido dispersada pelo mundo Ocidental ainda no
inicio dos anos 80. Dois fatos suportam esta hipotese, sendo eles: o registro soroldgico
da variante no Brasil, em 1983, e o indicio de sua presen¢a na Franca, também na
primeira metade da década de 80, sugerido na tese a partir do caso de infec¢dao do
paciente das Ilhas Reunidas, adquirida através de uma transfusdo de sangue recebida na
Franca. Contudo, se a variante hovesse surgido fora do Brasil durante os primeiros anos
da epidemia, isto significaria que teria participado do estabelecimento da epidemia em
seu local de origem, em um momento em que ndo havia medidas de controle para se
conter a dispersdo do HIV-1 e virtualmente todos os individuos eram susceptiveis ao

virus. Segundo os dados disponiveis, em nenhum outro local, exceto o Brasil, a variante
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parece contribuir significativamente para a epidemia do HIV-1.

Cenario 3: A variante teria surgido no Brasil, logo ap6s a introdu¢do dos virus
GPGR no pais, e foi eventualmente introduzida em outras regides. Quando se considera
unicamente o fato da variante ter se expandido principalmente no Brasil, esta parece ser
a hipdtese mais provavel. Contudo, algumas quetdes relacionadas a sua distribui¢ao
mundial permanecem por ser esclarecidas. Se a propor¢do de casos de infeccdo por
virus GWGR fora do Brasil é realmente pequena, entdo a sua entrada nos demais paises

\

deve ter se dado em condi¢des desfavoraveis a sua dispersdo. A relevancia desta

r

observagdo se baseia no argumento de que, em diversas regides onde a variante ¢

O~

encontrada, como Argentina, Lituania e Republica Checa, a epidemia pelo HIV-1
atribuida a mais de um subtipo do HIV-1, o que significa que, apos a fundacio destas
epidemias por subtipos especificos, outras variantes tiveram a oportunidade de entrar e

se expandir nesses paises onde, entretanto, ha poucos registros dos virus GWGR.

Nesse caso, a possibilidade de a irradiagdo mundial da variante GWGR a partir
do Brasil ter ocorrido imediatamente apds a sua origem ndo parece ser um fato
provavel. Uma alternativa para esta hipdtese ¢ que a dispersdo mundial dos virus
GWGR tenha ocorrido a partir de eventos esporadicos de infec¢do, no decorrer das duas
décadas seguintes. Neste caso, a variante poderia ter sido importada diretamente do
Brasil ou entdo ter entrado inicialmente em alguns paises e, a seguir, ter sido levada
para outras regides. Novamente, para que este argumento fosse valido, também seria
necessario que os individuos responsaveis pela dispersdo do virus para cada pais, pelo
menos na maioria dos casos, ndo tivessem o comportamento de risco ao qual a expansao

do HIV-1 fosse atribuida no momento.

Se a introdugdo da variante GWGR na Europa Ocidental, onde a epidemia teve
inicio no comeco dos anos 80, ocorreu realmente no final da década de 90 (ha registros
da variante em paises da regido a partir dos primeiros anos da década), deve ter se dado
em poucas ocasides. De outro modo, seria de se esperar um maior numero de registros
de casos de infecgdo por virus GWGR. Em virtualmente todos os paises da Europa
Ocidental sdo descritos casos de infec¢do por multiplos subtipos ndo-B, inicialmente
registrados em imigrantes que portam virus freqiientes em seus paises de origem ou em
nativos que se contaminaram em outros lugares e retornaram ao pais. Posteriormante,
também na maioria dos casos, estes outros subtipos foram identificados na populagao
autdctone. Assim, se somente um ou poucos casos de transmissdo da variante GWGR

ocorreram nestes paises, € ja quando havia medidas de controle da epidemia, entdo a sua
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baixa freqiiéncia na Europa Ocidental poderia ser atribuida a pouca oportunidade que a

variante teve para se expandir.

Na Europa Oriental e Asia, a explosdo da epidemia foi mais tardia, no inicio dos
anos 90, e o uso de drogas injetaveis desempenhou (e ainda desempenha) um papel
fundamental na dispersao do HIV-1. O fato de seqiiéncias GWGR terem sido
encontradas em paises da regido no inicio dessa década poderia sugerir que a variante
teve a oportunidade de se expandir na regido junto com os virus fundadores. Contudo, a
infeccdo dos pacientes das duas regidoes que portam virus GWGR parece ter ocorrido
através do contato sexual, e ndao pelo uso de drogas. Naturalmente, mesmo que o uso de
drogas seja o principal risco para a aquisi¢io do virus na Europa Oriental e Asia, um
grande numero de infec¢des por via sexual também ocorre, o que significa que a
variante, teoricamente, poderia ter se estabelecido no local. Novamente, a explicagdao
mais plausivel para o pequeno nimero de seqii€éncias GWGR encontradas na Europa
Oriental e Asia parece ser a pouca oportunidade que a variante deve ter tido de se

disseminar.

De um modo geral, os pequenos numeros de infecgdes pela variante GWGR em
toda a Europa ¢ Asia encontrados na literatura podem ser uma decorréncia do fato da
variante ter sempre circulado nos dois continentes em pequenos nimeros. Se a variante
ndo foi introduzida em qualquer pais da regido no momento especifico em que a
epidemia estava expandindo nas diversas populacdes sob risco, entdo ¢ possivel se

considerar que tenha permanecido restrita a um pequeno nimero de individuos.

Contudo, no cenario 3 proposto, o numero restrito de registros da variante
GWGR que mais merece atencdo € o observado na Ameérica Latina. Como ja foi
oportunamente mencionado nesse trabalho, existe um grande intercAmbio entre as
epidemias dos diversos paises latino-americanos, e o Brasil parece ter desempenhado
um papel importante na disseminacdo do HIV-1 no sub-continente. A epidemia da
Argentina, por exemplo, estd relacionada a brasileira, fato este tornado evidente com o
compartilhamento de virus do subtipo F, e de recombinantes BF, entre os dois paises.
Contudo, somente trés seqiiéncias GWGR foram identificadas na Argentina. Em relagao
aos demais paises, o pequeno nimero de seqiiéncias de HIV-1 disponiveis de cada um
deles pode explicar a baixa freqiiéncia de seqiiéncias GWGR (por ocasido da coleta de
dados para a tese, havia somente um trabalho da Bolivia e um do Paraguai referindo a
diversidade local do HIV-1). Contudo essa explicacdo ndo parece se aplicar a Argentina,

uma vez que existem diversos estudos sobre a diversidade do HIV-1 no pais.
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Assim, no caso da América Latina, a pouca oportunidade de dispersdo atribuida
a um pequeno numero de introducdes em momentos desfavoraveis para o virus, apesar
de passivel de ter ocorrido, ndo ¢ uma explicagdo que possa ser imediatamente aceita.
Contudo, os poucos dados disponiveis ndo permitem que se analise a questao de forma

mais detalhada.

5.2.2. Fatores genéticos do hospedeiro

Paralelamente a possibilidade da grande dispersdo da variante GWGR na
epidemia brasileira ter sido propiciada pelo momento em que foi introduzida no pais
(como proposto no cenario 3 do item 5.2.1), também deve ser considerada a hipotese da

composicao genética da populagdo brasileira ter influenciado esta ocorréncia.

A diversidade genética do hospedeiro desempenha um papel fundamental no
destino de individuos expostos a uma grande quantidade de microorganismos
patogénicos. Em alguns casos, os mecanismos especificos através dos quais genotipos
do hospedeiro conferem resisténcia a infec¢des sdo conhecidos (como o gendtipo
CCR5-A32/CCR5-A32 nas infecgdes pelo HIV-1, Anexo II). Entretanto, de um modo
geral, a resisténcia a infecgdes parece envolver um conjunto complexo de efeitos
genéticos dos hospedeiros, e seu mecanismo se torna ainda mais complexo quando se
considera a diversidade dos patdgenos e fatores do meio que influenciam a interagdo
hospedeiro-parasita (Carrington et al., 2001).

Em relagdo ao HIV, nos ultimos anos, tem-se acumulado um grande nimero de
informagdes na literatura sugerindo a participagdo de diversos componentes da resposta
imune natural e adquirida na progressao da imunodeficiéncia e, em um grau muito menor,
na resisténcia a infec¢do. Dentre estes fatores estdo componentes do complexo principal de
histocompatibilidade (major histocompatibility complex, MHC) - como os genes que
codificam as proteinas das classes I e Il do HLA (human lymphocyte antigen) e o fator de
necrose tumoral (TNF) -, os genes da familia dos receptores para [3-quimiocinas (CCR), o
gene que codifica o ligante do receptor CCRS, RANTES, a interleucina 10 (IL10) e a
lecitina que se liga @ manose (MLB) (Carrington et al., 2001; Carrington & O’ Brien, 2003;
Roger, 1998).

Contudo, em diversos casos, os resultados encontrados por diferentes autores sao
contraditorios e diversos fatores parecem contribuir para esta inconsisténcia, como o

reduzido nimero de individuos incluidos em muitos estudos, a extrema heterogeneidade
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do curso clinico da progressao para a AIDS e a dificuldade em se quantificar precisamente
a exposicao ao virus (Carrington & O'Brien, 2003). Nesse contexto, dentre os fatores
citados na literatura, aqueles cuja associacdo com os dois processos, infeccao e patogenia,
¢ mais consistente sdo a presenca de determinados alelos da classe I do HLA e os genes da
familia dos receptores para [B-quimiocinas (CCR) (Carrington et al., 2001; Carrington &
O’Brien, 2003; Roger, 1998). A relevancia da diversidade destes dois componentes da
resposta imune na susceptibilidade a infeccdo pelo HIV-1 e na progressio da

imunodeficiéncia sera discutida a seguir.

5.2.2.1. O co-receptor CCR5

Diversos receptores para quimiocinas servem como co-fatores (co-receptores)
para a entrada do HIV-1 nas células humanas (Roger, 1998). Um destes co-receptores €
a molécula CCRS, utilizada preferencialmente pelo virus nas fases iniciais da infecgao.
Individuos homozigotos para o alelo mutante CCR5-A32 do receptor sdo virtualmente
resistentes a infec¢do pelo HIV-1. Por outro lado, individuos que possuem o genotipo
heterozigoto CCR5+/CCR5-A32 progridem mais lentamente para a AIDS em relagdo
aos que sao homozigotos para o alelo selvagem (Anexo II) (Carrington et al., 2001).
Nas fases mais tardias da imunodeficiéncia, como dito anteriormente no texto, os
isolados virais usam, na maioria das vezes, outro co-receptor para infectar novas
células, o CXCR4.

Agora, no caso de um paciente heterozigoto para o gene CCRS5 (gendtipo
CCR5+/CCR5-A32) estar infectado com uma cepa incapaz de utilizar o co-receptor
CXCR4, como ocorre com os virus do subtipo C, qual seria o efeito resultante da
interagdo dos dois fatores, ou seja, a expressdao reduzida de co-receptores CCRS e a
utilizacao exclusiva deste co-receptor pelos virus? (Naturalmente, ndo se pode excluir a
possibilidade de a variante escolher um receptor alternativo para penetrar nas células).

A primeira vista, a resposta mais simples seria que, nesse caso, a progressio para
a AIDS se apresentaria ainda mais lenta nesses pacientes, uma vez que o efeito da
expressao reduzida de CCRS na superficie das células estaria presente durante todo o
curso da imunodeficiéncia. Para que tal efeito fosse notado, entretanto, seria necessario
que a variante CCR5-exclusiva estivesse dispersa em populagdes onde a freqiiéncia de
hospedeiros heterozigotos para o alelo CCR5-A32 fosse significativamente diferente,
como por exemplo no Norte da Europa, onde as maiores freqiiéncias sdo descritas, € na
Africa ou Asia, onde o alelo mutante é raramente encontrado (Gonzalez et al., 2001).

Para se testar esta hipdtese, uma alternativa seria comparar a progressdo para a AIDS
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em individuos infectados pelo subtipo C nestes dois grupos de populacdes, uma vez que
este subtipo utiliza somente o co-receptor CCRS. Contudo, este tipo de estudo deveria,
necessariamente, incluir um grande niimero de pacientes, uma vez que diversos outros
fatores, geneticamente determinados ou nao (como o uso de anti-retrovirais, por
exemplo), além de, naturalmente, a freqliéncia do alelo mutante, tém uma participacdo
importante na determinagao do curso clinico da imunodeficiéncia.

Em relagdo a variante GWGR, para que a freqiiéncia do alelo CCR5-A32
houvesse influenciado a sua dispersdo mundial, seria necessario que, em primeiro lugar,
a populacdo brasileira apresentasse uma freqiiéncia de CCR5-A32 significativamente
diferente da encontrada no restante das populacdes. Na populagdo mundial, a freqiiéncia
estimada do alelo CCR5-A32 foi 0,08 em populagdes de origem européia (Gonzalez et
al., 2001), variando de acordo com a regido, sendo maior nos paises do norte da Europa
(Libert et al, 1998); 0,03 em afro-americanos; menor ou igual a 0,01 na Asia; e nula na
Africa (Gonzalez et al., 2001). No Brasil, dois estudos encontraram freqiiéncias de
0,035 (Passos & Picanco, 1998) e 0,013 e 0,044 (Chies & Hutz, 2003) em individuos de
origem africana e européia, respectivamente. As freqiiéncias do alelo nos dois grupos
brasileiros estudados ndo parecem diferir daquelas encontradas no restante do mundo.

Em segundo lugar, seria necessario que a variante possuisse um fendtipo distinto
em relagdo ao uso de co-receptores, como ocorre com o subtipo C. Até o momento,
entretanto, nenhum trabalho investigou esta possibilidade. Se estas duas premissas
fossem preenchidas, entdo a progressdo mais lenta para a AIDS observada nos pacientes
brasileiros infectados pelo sorotipo GWGR poderia ser atribuida a interacdo das duas
condi¢gdes, ou seja, o uso diferencial de co-receptores e constituicdo genética da
populagdo brasileira. Neste caso, porém, a selecao natural ndo poderia ser excluida do
processo. Ao invés disto, o efeito seletivo positivo de uma menor patogenia, como
discutido na secdo anterior, seria o resultado da interagdo virus-hospedeiro, ¢ nao

somente do fenotipo do virus, como foi proposto no item 5.1.

5.2.2.2 Sistema MHC

O segundo componente da resposta imune que desempenha um importante papel
na diversidade da resposta do hospedeiro a infec¢do pelo HIV € o sistema HLA classe 1,
que pertence ao sistema MHC. Os genes HLA (além das moléculas de classe I, o MHC
também codifica para moléculas HLA de classes II e III) representam o complexo
genético mais polimoérfico no ser humano e codificam proteinas fundamentais para as

respostas imunes adquiridas. Diversas associagdes do HLA com doencas infecciosas
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tém sido sugeridas na literatura. Entretanto, estas associagdes sdo dificeis de serem
identificadas, possivelmente porque nestas doencas existe um amplo complexo de
epitopos antigénicos, derivados das estruturas dos parasitas, envolvidos na sua
patogénese. Estudos conclusivos sobre a associacdo de alelos do HLA com doencas
infecciosas especificas requerem grandes amostras, estratificacdo adequada da
composicao étnica dos individuos, informagdes clinicas acuradas e o uso de modelos
que consideram outros efeitos genéticos conhecidos sobre as doengas (Carrington et al.,
2001; Carrington & O"Brien, 2003).

A hipotese de que os individuos heterozigotos nos loci do HLA, por sua
capacidade de apresentarem uma maior variedade de peptideos ao sistema imune,
poderiam desenvolver uma resposta mais eficiente contra o HIV-1 do que os
homozigotos foi testada e confirmada por alguns autores. Nesses estudos foi encontrado
que a heterozigose nos trés loci do HLA classe I (A, B e C) confere uma resisténcia
relativa a progressao para AIDS (Carrington et al., 2001; Carrington & O’Brien, 2003).

Além do efeito da heterozigose, uma grande quantidade de trabalhos descreveu
associacoes genéticas entre os aldtipos das classes I e IT do HLA e diversos aspectos da
infec¢cdo pelo HIV, mas muitos se basearam em pequenas amostras € os seus resultados
ndo foram posteriormente confirmados por outros estudos. Um dos fatores que podem
contribuir para as incongruéncias observadas entre esses estudos ¢ o fato de a
distribuicao dos alelos diferir de uma populacdo para outra e, desta forma, um alelo
pode ndo ser associado em uma populagdo simplesmente porque ¢ muito raro para ser
detectado (Roger, 1998).

Entretanto, uma grande quantidade de informagdes, obtidas em estudos com
coortes independentes, apontam para o envolvimento de determinados alelos de classe I
na protecdo ou susceptibilidade a progressdo para a AIDS (Carrington et al., 2001;
Carrington & O’Brien, 2003). Destes, as associagdes mais consistentes envolvem o
alelo HLA-B*35, cuja presenca resulta em uma maior susceptibilidade a progressao
para AIDS, e os alelos HLA-B*27 e B*57, que conferem um efeito protetor a
progressao da imunodeficiéncia (Carrington et al., 2001; Carrington & O'Brien, 2003).

Contudo, os estudos desenvolvidos até o momento ndo referem efeito protetor
ou susceptibilidade em relagcdo a variantes especificas do HIV-1. Em relagdo ao fato de
a dispersdo da variante GWGR ter sido observada principalmente no Brasil, para que os
alelos do sistema HLA, especialmente de classe I, pelas razdes ja expostas, tivessem
contribuido para isto seria necessario, como no caso do alelo mutante CCR5-A32, que a

sua freqliéncia na populacao brasileira seguisse um padrdo distinto dos observados nas
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demais regides onde a variante foi encontrada. A heterozigose, que pode ser elevada na
nossa populagao devido a sua grande miscigenagdo, ndo deve estar envolvida, uma vez
que a maior capacidade de apresentar antigenos observada nos pacientes heterozigotos
deveria, naturalmente, favorecer a resposta imune as duas variantes, € ndo somente a
uma delas.

Até o momento, poucos trabalhos foram publicados no Brasil sobre a freqiiéncia
dos alelos do HLA na populagdo brasileira. Destes, a maioria se refere aos alelos de
classe II (Louzada-Junior et al., 2001) ou estdo restritos a pequenas populagdes locais
(Braun-Prado et al., 2000) ou as populagdes indigenas (Erlich et al., 1997). Nenhum
trabalho, at¢ o momento, abordou a freqiiéncia no Brasil dos alelos associados a
progressao mais lenta da imunodeficiéncia.

Assim, uma abordagem possivel para se futuramente estudar a participacdo da
composicdo genética brasileira nos loci HLA classe I em relagdo a progressdo
diferencial para a AIDS nos pacientes infectados com as variantes GWGR e GPGR
seria a analise das freqiiéncias dos trés alelos, HLA-B*35, B*27 e B*57, dentro de
grupos infectados com os dois variantes. Naturalmente, isto s6 explicaria a expansao de
virus GWGR na populagdo brasileira, no caso desta expansdo estar relacionada aos
genes HLA, se a freqiiéncia dos alelos protetores (B*27 e B*57) no grupo GWGR
brasileiro fosse superior ao encontrado na populagdo mundial e no grupo de pacientes

GPGR do Brasil.
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6. Conclusoes

No trabalho de tese, foi sugerido que a variante GWGR que circula na epidemia
pelo HIV-1 tem uma Unica origem e que a sua dispersdo mundial provavelmente
ocorreu a partir do Brasil. Contudo, apesar destes virus terem sido encontrados em 18
paises, a sua expansao foi observada principalmente nesse pais. Uma vez que ja havia
sido demonstrado que os pacientes infectados com o sorotipo GWGR tém um tempo de
sobrevida mais longo sem AIDS do que aqueles contaminados pelo sorotipo GPGR,
decidiu-se investigar se a expansdo da variante na epidemia brasileira poderia ser
atribuida a selegdo natural. Os resultados encontrados mostraram que as seqiiéncias
brasileiras com o motivo GWGR possuem uma propor¢do menor de mutagdes
associadas a progressdo da imunodeficiéncia do que as seqiiéncias com o padrdo de
assinatura GPGR. Desta forma, foi sugerido que a progressdo mais lenta da infec¢do
observada entre os pacientes infectados pelo subtipo GWGR poderia conferir a estes
virus uma maior oportunidade de serem transmitidos para novos hospedeiros, ou seja,
de deixar descendentes. Entretanto, mesmo que a variante GWGR possua um fenotipo
seletivamente vantajoso sobre os virus parentais GPGR, o curso da dispersdao mundial

desta variante provavelmente foi influenciado pelas condi¢des locais de cada epidemia.
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Anexo I Alinhamento das seqiiéncias do gene env incluidas na analise filogenética.

ZA59 e CAGCTTAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGTATA
PU56380ETH =~ ———————————m——mmmmmm o GTACAGCTGAAAGACTCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PX78513BRA (BA)  TCTGAGAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAGAGAATCTGTA---GTAATTAATTGTTCA
PUO8446HTI TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTARAACCATAATAATACAGCTGAAGGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
PAY037268ARG TCTGCTAACCTCTCAGATAATACTARAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTATA---GCAATTAATTGTACA
PAJ277821BEL TCTGAAAATTTCAGTGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGTTGAATARATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PU08796BRA TCTGAAAATTTCATGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PX78515BRA (BA)  TCTGACAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGTATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PU08797BRA TCTGAAAATCTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTGCAGCTAAAGGACCCTGTA---GACATTAATTGTACA
PU08798BRA TCTGAAGATCTCACAAACAATGCTARAACCATAATAGTGCAGCTARAGGACCCTGTA---GACATTAATTGTACA
PX78517BRA (RJ)  TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATAAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PU08775BRA  ————-- AATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAAACTGTA---CAAATCAATTGTACA
PU65538MWI ~ -—---- AATTTCACGGACAATGCTAAAGTCATAATAGTACAGCTGAATGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PU0O8801THA TCTAGCAATTTCACGGACAATGCTAGAGTCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF034021BRA (RJ) ------ AATTTCACAGACAATGTTAAAATCCTAATAGTACAACTGAATGAGTCTGTA---ACAATTAATTGTACA
PU0O8772BRA  ————-- AATCTCACGGACAATACTAAAATCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTCCACA
PLO7226HTI TCTGAGAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAATACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF113570BRA (RJ) ——--——=-———==————-— AATGCTAARACCATAATAGTACAGCTGAACGTTTCTGTA---GARATTAATTGTACA
PU23138USA TCTGACAACCTCACGAACAATGCTARAACCATAATAGTACAGCTGAACGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
SUBTYPE A TCTGAAAATATCTCAGACAATGCCARAACCATAATAGTACAACTTACCGAGCCTGTA---ACAATTAATTGTACC
PAF200874MEX TCTARAAATTTCTCGGACAATACTARAACCATAATAGTGCAGCTGAAAGACCCTGTA---ARAATTAATTGTACA
PAF169616KOR TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF034010BRA (RJ) -—---- AATTTCACAAACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGTTGAACGAATCTATA---GAAATCAATTGTACA
PAF034012BRA (RJ) ------ AATTTCACAAATAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATAAATCTATA---ACAATTAATTGTACA
WAF113565BRA (RJ) —---—-- AATTTTACTAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
WAF034030BRA (RJ) ---—-- AACTTTACAAACAATGCTAARACCATAATAGTACAACTGAACAAAACTGTA-~--CAAATTAATTGTACA
WY18596REU TCTGARAATTTCACAAACAATGCTARAATCATAATAGTACAGCTGAACCAAACTGTA---CAAATTCATTGTGCA
WAF080212CHN ----—-- ATTTTCACTAACAATGCTAAAACCATAATAGTACATCTGAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGCATA
WAF113574BRA (RJ) —--——--——--——--——-- AATGTTAAGACCATAATAGTACAGCTGAACCAATCGATA---GAAATTAATTGTACA
WAF231041BRA —— oo TGTACA
WU31591BRA(SP)  -ACTACGTGTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATAAAACTGTG---GCAATTAATTGTACA
WAF060965BRA (RJ) ———=—=——==——==——=————————————— CCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---CCAATCCATTGTACA
WAF188990DEU ~  ———=————————mm—mmm—mmm oo ACCATAATAGTACAGCTGAACGCATCTATA-—-GAAATTAATTGTACA
WAF034029BRA (RJ) --——-- AATATCNCGGACAATGCTAAANCCATAATANTACNGCTGAACCANTCTGTA-~--GTAATTAATTGTACA
WAF034028BRA (RJ) —--——-- AATATCACGGACAATGCTAARACCATAATAGTACAGCTGAACCAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
WAF034016BRA (RJ) --—--—-- AATCTCACAGACAATACTAAAACCATAATAGTACACCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
WAF094014USA TCTARAAATTTCACAAACAATGCTARAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
WAF034026BRA (RJ) —------ AATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACACATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
WAF060952BRA (RJ) ———————==——————————mm oo TAATAGTACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
WUO8780BRA  —-——-- AATTTCCACGACAATTATAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGATACTATA---GAGATTAATTGTACA
WAF034024BRA (RJ) ------ AATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAACCTATA---AGAATTAATTGTACA
WAF033997BRA (RJ) ---—-- AATTTCACGAACAATGCTAARACCATAATAGTACANCTGAACNAATCTATA-~--GCANTTANTTGTACA
WUO8975BRA (SP)  TCCGAAAATTTCTCGGACAATGCTAAAACAATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA--—-AAAATTGATTGTATA
WAF200859MEX TCTGAAAATTTCACGAACAATATTARAAACATAATAATACAGCTGAATARATCTGTA---ARCATTACTTGTATG
WAF034005BRA (RJ) --——-- AATCTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAGAATTCTGTA---GCAATTACTTGTACA
WAF033999BRA (RJ) ------ AATCTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACCAATCTGTA---GTAATTAATTGCACA
WAF034001BRA (RJ) ----—-- AATCTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---CAAATTAATTGTACA
PAF113571BRA (RJ) ------ AATCTCACAAACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---CTACTTAATTGTACA
WU83693BRA (RJ)  —--——-- AATCTCACAGACAATACTAAAAACATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
WU83689BRA (RJ)  —--——-- AATCTCACAGACAATACTAARAACATGATAGTACAGCTGARAGAAGCTGTA-~--GAAATTAATTGTACA
WU28336BRA (RJ)  TCTGAGAATCTCACAGACAATACTAAAAACATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GARATTAATTGTACA
WU83691BRA (RJ)  —--——-- AATCTCACAGACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
WU08771BRA  —-——-- AATATCACGGACAATAAGAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
WL19331BRA —-——-- AATATCACAGACAGTGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF034033BRA (RJ) -—---- AATTTCACAAACAATGCTAAAATCATAATAGTGCAGCTAAACGAATCTGTA---CAAATTAATTGTACA
PAF034018BRA (RJ) --—---- AATTTTACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
PAF113572BRA (RJ) ------ AATTTCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF034027BRA (RJ) -—---- AATTTCACAGACAATGCTAARACCATAATAGTACAGCTGARAGAACCTGTA-~--GAAATTAATTGTACA
PU95485ITA TCTGARAATTTCACGGACAATGCTARAACCATAATAGTACATCTGAATGAATCTGTA---GAAATTATTTGTGCA

PY18759BRA (BA)
PY18753BRA (BA)

AATTTCACTGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
AATTTCACTGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA

PU56320SWE TCTGAAAATTTTACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---AAAATTAATTGTATA
PU68201IDN TCTGAAAATTTCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGACAGTACCTGTA---CAAATTAATTGTACA
PAF034004BRA (RJ) —-—-—-—--— AATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF137974USA TCTGAAAATTTCTCAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGACCCTGTA---AACATTACTTGTACA
PY18754BRA (BA)  ——-—----— AATTTCACTGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAACCTGTA---AAAATTAATTGTACA

PAF033996BRA (RJ) —------AATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---ACAATTAATTGTACA
PY18760BRA (BA) —-—-—-—-—-AATTTCACAGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGTACCTGTA---GAAATTGATTGTACA
PY18752BRA (BA)  —-—----- AATTTCTCAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAACATGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF368558FRA TCTGAAAATATCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GAGATTAATTGTACA
PAF034025BRA (RJ) AATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAATACAGCTGAATGCATCAGTA---GAAATTCACTGTACA
PY18755BRA (BA) AATTTCACAGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA

PU13245HOL TCTGCCAATTTCACGAACAATGCTAGAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
PAF022277HOL TCTGAAAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PAF204580USA TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTAAACCAACCTGTA---AAAATAAATTGTATA
PAB059299JPN TCTGAAAATTTCACGAACAACGCTAAAACCATAATAGTACAGTTGAAAGAAGCTGTA---AAAATTAATTGTACA
PUO8781BRA ~ —=———-- AATTTCCACGGCAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTAAACGAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
PU16384AUS TCTGACAATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGATCCTGTA---AATATTACTTGTGTA
PAF279027SWE -—--GAAAATTTCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAATTGAGAGAATTTGTA---GAAATTTATTGTATA
PL19335BRA ————-- AATTTCACAGACAATACTAAAACCATAATAATACAGCTGAAAGAACATGTA---GAAATTAATTGTACA
PL19332BRA = -——=—-- AATTTCACAGTCAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---CAAATTAATTGTACA
WU37041ARG TCTGAGAATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAATCTGTA---GCAATTAATTGTACA
WU37038ARG TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
WAF060962BRA(RJ) ——=——=———=———=————————————————————————— AGTACAGCTGAACGAATCTGTG---GTAATTAATTGTACA
WAF060959BRA(RJ) —=—=—=———=—————————————————————————— TAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
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WAF060958BRA (RJ)

WU16219BRA
WUO0400BRA (RJ)
WUOO0418BRA (RJ)

PAF060954BRA (RJ)

PU00417BRA (RJ)
PU00427BRA (SP)
WL19334BRA
WUO0419BRA (RJ)
WUO0412BRA (RJ)
WL16605ARG
WUO0401BRA (RJ
PUO0414BRA (RJ
WU00413BRA (R
WAF060957BRA
WAF032151HOL
WUO0409BRA (RJ)
WAF152771ESP
WX78512BRA (SP)
WAF188941FRA

)
)
)
R

PAF060955BRA (RJ)
WAF060964BRA (RJ)
WAF034023BRA (RJ)

WL19329BRA
PUS0O831BRA (SP)
PUS0O830BRA (SP)
WU28955PRY
WAF188956FRA
WU08776BRA
WUB0824BRA (SP)
WU80825BRA (SP)

WAF033998BRA (RJ)

WU80833BRA (SP)

WAF034013BRA (RJ)

PUB0O8B29BRA (SP)
PUBO832BRA (SP)

PAF060966BRA (RJ)
PAF034002BRA (RJ)

PU95412ITA

PAF060967BRA (RJ)

PUO8709BRA

PAF060963BRA (RJ)

PUOO416BRA (RJ)
PAF368745FRA
PUOO415BRA (RJ)
PUB0236BRB
PAF058149CAN
PAJ278211DNK
PAJ289592DNK
PU20019CHN
PAF286549EST
PU31587BRA (SP)
PUOO411BRA (RJ)
PUO8687BRA
PAF051476RUS
PAF170653RUS
PUO8714BRA

PAF076319BRA (AM)

PU00405BRA (RJ)
WZ68025HOL
PAF181323CHE
WAF223996CZE
WAF223998CZE
WAB012971JPN
WAF181437SWE
PU00402BRA (RJ)
WL20963BRA (BA)
WUOO0424BRA (SP)
WUS58813FRA
WUO0425BRA (SP)
WUS58820FRA
WU46122BRA (MG)
WUO0410BRA (RJ)
WAJ289510DNK
WL38420LTU
WUO0407BRA (RJ)
PAF016551HT
PZ92644KOR
PAF090618ESP
PAF181436CHE
PU58818DJI
PAF331440AUS

PAF060968BRA (RJ)
PAF060960BRA (RJ)

PAB002942JPN
PAF082482LTU

PAF060953BRA (RJ)

WAF032901BOL
WAF245223BOL
WU95570PHL
WU95566PHL

——————————————————————— TAAAACCATAATTGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCAGAAAATCTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACACATCTATA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATCTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAACTTTACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTAAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
————————————————————————————————————————————————————————— —-—-AATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTAAATCAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAGACAATGCTAAAACCATGATAGTACAGCTGAACACACCTGTA---GAAATTTATTGTACA
—————— AATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAACAAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
———————————————————————————————————————————————— ATACGTGAA--GGAAAGTAATTGTACA
TCTGAAAACTTTACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA

TCTGAGAATTTCACGAACAATGCTAAGATCATAATAGTACACCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
——————————————————————————————————————————————————————————— AGAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGCACA
TCTGAAAATTTCACGGATAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
*************************** ACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GTAATTAATTGTACA
——————————————————————————— ACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAACTTTACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTGCAGCTAAACCAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
————————————————————— GCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGGATCAGAT---GCAATTAATTGTACA
—————— AACTTTACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
—————— AATATCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GAAATTAAGTGTACA
—————————— TCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTATA
********** TCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTATA
—————— AATTTCTCGGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTG---GAAATTAATTGTACA
——————————————————————————— ACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————— AATTTCACGAACAATGCTAAAACTATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————————— TCACGAACAATTGTAAAACCATAATAGTACAGTTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————————— TCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————— AATCTCACGGACAATGCTAAAACTATAATAGTACAGCTAAACGAATCTGTA---GAANTTAATTGTACA
—————————— TCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
****** AATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————————— TCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————————— TCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
———————————————————— TGCTAAAATCATAATAGTACAGTCGAATGAAGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
—————— AATTTCTCGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCCGCCAATTTCACGGACAATGCCAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTATA
———————————————————————————— GCATAATAGTACAGTTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCCGCCAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
*************************** ACCATAATAGTACAGCTAAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTATA---GCAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGATGCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTTACGGACAATGTTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTAAAAATTTCACAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAGTCTATA---AAAATTAATTGTACA
—————————————————————————————— ATAATAGTACAGCTAAGCGAGTCTGTA---GAATTTACTTGTACA
TCTGAAAATTTCTCGGATAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGACAGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGCCAATTTCTCAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGACAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTCTA---GCAATTAACTGTACA
TCTGAAAATTTCACGGACAATGTTAAAACCATAATAGTGCAGCTGAATGAATCTATA---CAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTAAAGGAAGCTGTA---CAAATCAATTGTACA
TCTGTCAATTTCACGGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGTCAATTTCACGGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAAGAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGCCAATTTCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAACCTGTA---CAAATTAATTGTACA
TCTTGCAATTTCACGGACAATGCTAGAGTCATAATAGTACAGCTGAATGACTCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCCGACAATTTCACGGACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACTATAATAGTACAACTGAAGGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGAACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGCTAAATGAAACTGTA---CAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAATAATGCTAAAATCATAATAGTACAACTGAATGAAACTGTA---GAGATTAATTGTATA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACATCTGAACGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACATCTGAACGAATCTGTA---GTAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTAAAAATTTCACGGACAATACTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATAAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GTAATCAATTGTTCA
TCTGAAAATNTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---AAAATTAATTGTTNA
TCTGAAAATATCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACGAAACTGTA---CAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATAAATCTGTA---ACAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACTATAATAGTACAGCTGAATGCATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
T-TGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTGCAGCTGAATGAATCTATA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGTTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCAGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTATA---GTAATTAATTGTACA
TCTGACAATTTCTCAGACAATGCTAAAGTCATAATAGTACAGTTGACGAAATCTATA---AAAATTAATTGTGCA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATAATAGTACATCTTAATGAATCTGTA---CAAATTAATTGTACA
TCTGTCAATTTCACGGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAAGGAACCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTAGCAATTTCTCAGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAACTAAAAGAACCTGTT---GTGATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAATCCGTA---GCAATTAACTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAAACATAATAGTACAGTTGATGGAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTAACGGACAATGCTAAAACTATAATAGTACAGCTGAACAAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACAGACAATACTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATAAAACTGTA---CAAATTAATTGTACT
TCTGAAAATTTCACAAACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAATGAAACTGTA---GAAATTGATTGTATA
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WU95575PHL
WAF060956BRA (RJ)
PAJ224186THA
PU28678CYP
PAF142260ESP

ZA59

PU56380ETH
PX78513BRA (BA)
PU08446HTI
PAY037268ARG
PAJ277821BEL
PU08796BRA
PX78515BRA (BA)
PU08797BRA
PU08798BRA
PX78517BRA (RJ)
PU08775BRA
PU65538MWI
PUO880L1THA
PAF034021BRA (RJ)
PU08772BRA
PLO7226HTI
PAF113570BRA (RJ)
PU23138USA
SUBTYPE A
PAF200874MEX
PAF169616KOR
PAF034010BRA (
PAF034012BRA (
WAF113565BRA (
WAF034030BRA (
WY18596REU
WAF080212CHN
WAF113574BRA (RJ)
WAF231041BRA
WU31591BRA (SP)
WAF060965BRA (RJ)
WAF188990DEU
WAF034029BRA (RJ)
WAF034028BRA (RJ)
WAF034016BRA (RJ)
WAF094014USA
WAF034026BRA (RJ)
WAF060952BRA (RJ)
WUO8780BRA
WAF034024BRA (RJ)
WAF033997BRA (RJ)
WUO8975BRA (SP)
WAF200859MEX
WAF034005BRA (
WAF033999BRA (
WAFO34001BRA (
PAF113571BRA (
WU83693BRA (RJ
WU83689BRA (
WU28336BRA (
WU83691BRA (
WU08771BRA
WL19331BRA
PAF034033BRA (
PAF034018BRA (
PAF113572BRA (
PAF034027BRA (
PU95485ITA
PY18759BRA (BA)
PY18753BRA (BA)
PU56320SWE
PU68201IDN
PAF034004BRA (RJ)
PAF137974USA
PY18754BRA (BA)
PAF033996BRA (RJ)
PY18760BRA (BA)
PY18752BRA (BA)
PAF368558FRA
PAF034025BRA (RJ)
PY18755BRA (BA)
PU13245HOL
PAF022277HOL
PAF204580USA
PAB059299JPN
PU08781BRA
PU16384AUS
PAF279027SWE
PL19335BRA
PL19332BRA
WU37041ARG
WU37038ARG

RJ)
RJ)
RJ)
RJ)
)
)
)
)

R
RJ
RJ
RJ

TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAACCATTATAGTACAGCTGAATGCAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAATGAATCTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATATCACGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACATCTGAACCAATCTGTA---CCGATGAATTGTATA
TCTGACAATTTCACGAACAATGCTAAAATCATAATAGTACAGCTGAACAAAACTGTA---GAAATTAATTGTACA
TCTGAAAATTTCTCGGACAATGCTAAAACCATAATAGTACAGCTGAACAAATCTATT---GAAATTAATTGTACA

AGACCCAACAACAATACA---AGACAAAGTACACATATAGGACCAGGGCAA---GCACTTTATACAACAGGAGCA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATAACCATGGGGCCAGGGAGA---GTATATTATACAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGGATGACTCTAGGACCAGGGAGA---GTATATTATACAACAGGAGAA
AGACCCAATAACAATACA---AGGAAAAGGATATCTATAGGACCAGGGAGA---GTATGGTATACAACAGGACAA
AGACCTGGCAACCGTACA---AGAAGAAGGATAACTCTAGGACCAGGGAGA---GTATATTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGG---GCAATTTTTACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATATACAAAGAAGGATAATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTCATGCAACAGGAGGA
AGACCCAGCAACAAGAAA---AGAAGGAGGATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTATTGGAACAGAA---
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAGAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAGAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCAGTTTATACAACAAGAAAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACACTACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGACCAGGGCAA---GCATGGTATACAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGACCAGGGCGA---GCATGGTATACAACAGGACAA
AGACCAGGCAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATGGTATGCAACAGGAACA
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACCTATAGGACCAGGGGGT---TCATTTTATGCAACAGAAAGA
AGACCCAATAACAATACA---AGAAAAAGTATCCCTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAT
AGACCCAATAACAATACA---AGGAAACGGATATCTATAGGACCAGGACGA---GCATTCTATGCAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCTAGCAACAATACA---AGAACAAGTATACGTATAGGACCAGGACAA---GCATTCTATGCAACAGGTGAC
AGATCCTACAGCTATACC---AGAAGACGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAAAGAAT
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAAGGATAGGACCAGGGAGC---GCATTTTATGCAAATGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---ATAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAAGC
AGACCCAATAACAATACA---AGAAAAGGGGTACATATAGGACCGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAGCAACAATACA---AGGAAAAGTATACACATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGGA
AGGCCCGGCAACAATACA---AGAAGAGGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---TCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGGAAAAGTATACATATGAGATGGGGGAGA---GCATTCTATGCAACAGGAGAC
AGGCCCAATAACCAGACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGAAGA---GCATTATATACACATGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAGAGCATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGATATCCATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAATAACAATACA---AGAAAAGGGATACATCTGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAG
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATNCATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATTCATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGGAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACTTAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGCATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATACAGTAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCAAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAAGA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAACACA---AAAAAAGTTATACATATGGGATGGAGGAGA---TCATTTTACGCAACAGAACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATGGGCTGGGGGAGA---GCATTTTATGCAGCAGGAAAC
AGACCTAACAACAATACA---AGAAAAAATATACATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGACCNGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACCACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTCTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAATAATACA---AGAAAAGGTATACACATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCGGGGAGC---GCAATGTATACAACAGGAGAA
AGGCCCAACAACAATACA---AGGAAAAGTATACATATAGGACCGGGGAGA---GCATGGTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAAYAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGC---GCAATTTATACAACAGGAGGC
AGACCCAACAACAATACA---AGCAAGGGTATACATATAGGACCGGGGGGA---GCAATTTATACAACAGGAAGA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATGTAGGACCAGGGAGA---ACACTTTATGTAACAGGAAGA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACAGATAGGACCAGGCAAA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGCC
AGACCCAACAATAATACT---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGGGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGCACCGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGATAGA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGCC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACA---GAC
AGACCCAACAACAATACA---AGCAAAAGTATAAATATAGGACCAGGGAGA---GCATGGTATACAACAGAAAAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTCTATACAACAGGAGAT
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATGGTATGCAACAGACAAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATTCATATGGGACCAGGGAAA---GCATTTTTTACATCA---GAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAAATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGGGAC
AGGCCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATAAATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTGGACAACA---GAT
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATCTCTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAACTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCCAAACTACA---AGAAAAAGGATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTGTTACAACAAAACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAACCATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGGCCCAACAATAATACA---AGAAGAAGTATACACATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCTAACAACAATACA---AGAAGAGGTATACATATTGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACCTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGCT
AGACCCAACAACAATACA---AGCAAAAGTATACATATGGCATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAAGA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
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WAF060962BRA (RJ)
WAF060959BRA (RJ)
WAF060958BRA (RJ)
WU16219BRA
WUO0400BRA (RJ)
WU00418BRA (RJ)
PAF060954BRA (RJ)
PU00417BRA (RJ)
PU00427BRA (SP)
WL19334BRA
WU00419BRA (RJ)
WUOO0412BRA (RJ)
WL16605ARG
WU00401BRA (RJ)
PU00414BRA (RJ)
WU00413BRA (RJ)
WAF060957BRA (R
WAF032151HOL
WUO0409BRA (RJ)
WAF152771ESP
WX78512BRA (SP)
WAF188941FRA
PAF060955BRA (RJ)
WAF060964BRA (RJ)
WAF034023BRA (RJ)
WL19329BRA
PUSB0831BRA (SP)
PUS0830BRA (SP)
WU28955PRY
WAF188956FRA
WU08776BRA
WU80824BRA (SP)
WUB0825BRA (SP)
WAF033998BRA (RJ)
WU80833BRA (SP)
WAF034013BRA (RJ)
PUS0829BRA (SP)
PUS0832BRA (SP)
PAF060966BRA (RJ)
PAF034002BRA (RJ)
PU95412ITA
PAF060967BRA (RJ)
PU08709BRA
PAF060963BRA (RJ)
PU00416BRA (RJ)
PAF368745FRA
PU00415BRA (RJ)
PUS0236BRB
PAF058149CAN
PAJ278211DNK
PAJ289592DNK
PU20019CHN
PAF286549EST
PU31587BRA (SP)
PU00411BRA (RJ)
PU0B687TBRA
PAF051476RUS
PAF170653RUS
PU08714BRA
PAF076319BRA (AM)
PU00405BRA (RJ)
WZ68025HOL
PAF181323CHE
WAF223996CZE
WAF223998CZE
WAB012971JPN
WAF181437SWE
PU00402BRA (RJ)
WL20963BRA (BA)
WUO0424BRA (SP)
WUS58813FRA
WUO0425BRA (SP)
WU58820FRA
WU46122BRA (MG)
WU00410BRA (RJ)
WAJ289510DNK
WL38420LTU
WU00407BRA (RJ)
PAF016551HI
PZ92644KOR
PAF090618ESP
PAF181436CHE
PU58818DJT
PAF331440AUS
PAF060968BRA (RJ)
PAF060960BRA (RJ)
PAB002942JPN
PAF082482LTU
PAF060953BRA (RJ)
WAF032901BOL
WAF245223BOL

J)

AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACCTATGGGATGGGGGAGA---ACATTATATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGCATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAAATGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGCATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAAATGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGGAAAAGTATACACATAGGATGGGGGAGA---GCAATTTATGCAACAGGAGCA
AGGCCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGACAG
AGGCCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTCGGGCCAGGAAGT---GCAATGTATGCAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACCTATAGCACCAGGGAGC---GCATGGTTTGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGAAAGAGTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAAACGGAGAA
AGGCCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGGCCCGGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGCT
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAG
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATGTAGGATGGGGGAGA---GCATTGTATACAACAGGAGAG
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAGAAGTATACATTTAGGACCAGGGGGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAGTAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGGCCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACAGATAGGATGGGGGAGA---GCACTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGGAGA---GCATTATATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATCCACATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGGAAAAGTATACATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGGCCCAACAACAATACA---AGGAAAAGCATACATTTAGGACCAGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCACCAACAATACA---AGAAAAGGATATCATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATACAACAGGAGAA
AGGCCCAGCAACAATACA---AGCAAAAGTATACACTTAGGATGGGGGAGA---TCATTTTATGCAACAGGAAGA
AGACCCTTCAACACTACA---AGAAGGAGTATACATACAGGATGGGGGAGA---GCATTATTTACAACAGGAGAA
AGACCTAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAAA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCTAACAACAATACA---AGGAAAAGTATACATATGGGACCAGGGAAA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---ACATTTTTTACAACAGAAAAA
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGAAGA---TCACTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAT
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACCTCTAGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCGGCAACAATACA---AGGAGAAGTATACCTCTGGGACCGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATTTAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATGCAACA---GAC
AGACCCAATAATAACACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTTTGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGCATACATATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAACTATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGCAAA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACCTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACGTATAGGACCAGGGAGC---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGCC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCTGGGAGA---GCATGGTTTGCAAGAGGAGGC
AGACCCAATAACAATATA---AGAAAAAGTATACATATAGCACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACGTCTNGGACCAGGGGCA---GCATTTTATACAACA---GAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATCTATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTCATACAACAGGAAGA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAGGTATACATATAGGACCAGGGAGAGGAGCATTTTATGCAACA---GAT
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACACATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATTCATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATTCATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCCACCACGATACA---AGAAAAAGAATACATATAGGACCAGGGCGA---GCATGGTATGCAACAGGACAA
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGACCAGGGAGA---GCATTTTGGGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAATGGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGAAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACTATACA---AGGAAAAGTATATATATGAGATGGGGGAGA---GCAATGTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGACCGGGGAGG---GCATATTATACAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATGGGATGGGGGAGG---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAGGTATACACATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATACAACAGGAGCT
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAGAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAT
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACACATGGGATGGGGAAGA---GCATTTTATACAACAGGAGCT
AGACCC---AACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGGCCCAATAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGTGAA
AGACCCAACANAAATACA---AGGAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTCTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATAGGATGGGGGAGA---GCAGTTTATGCAACAGGAGGA
AGACCCAACAACCAGACA---AGAAAAAGTATACATATGGGATGGGGGAGA---GCATTTCATACAAATGGGGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGCAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAC
AGACCCCACAACAATACA---AGAAGAAGTATACGTATAGGACCAGGGAGC---ACATTTTATGCAACAGGAGCT
AGACACAACAACAATACA---AGAAAAAGTATATCTATAGGACCAGGGAGT---GCATTTTTTACAACAGGAGAC
AGACCCAATAATAATACA---AGAAAAAGTATACCTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATACAACAGGAGAC
AGACCCAGCAATAATACA---AGACAAAGCATAACTATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTTTGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAACACA---AGAAAAAGTATACATATAGCACCAGGGAGA---GCCTTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACAGTTAGGACCAGGACGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATATAGGACCAGGGAGT---GCATTTTATGCAACAGGAAAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAGGTATACATATAGGACCAGGGAAA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATAAATATAGCACCAGGGAGA---GCAATTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGACCGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAGGGTATACATATGGGATGGGGGAGA---ACACTTTATGTAACAGGACAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAAAAGTATACACATGAGGTGGGGGAGG---GACTTTTATGCAACAGGAGAC
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WU95570PHL
WU95566PHL
WU95575PHL
WAF060956BRA (RJ)
PAJ224186THA
PU28678CYP
PAF142260ESP

ZA59

PU56380ETH
PX78513BRA (BA)
PUOB446HTT
PAY037268ARG
PAJ277821BEL
PUO8796BRA
PX78515BRA (BA)
PU08797BRA
PU08798BRA
PX78517BRA (RJ)
PU08775BRA
PU65538MWI
PUO88O1THA
PAF034021BRA (RJ)
PU08772BRA
PLO7226HTI
PAF113570BRA (RJ)
PU23138USA
SUBTYPE_A
PAF200874MEX
PAF169616KOR
PAF034010BRA (
PAF034012BRA (
WAF113565BRA (
WAF034030BRA (
WY18596REU
WAF080212CHN
WAF113574BRA (RJ)
WAF231041BRA
WU31591BRA (SP)
WAF060965BRA (RJ)
WAF188990DEU
WAF034029BRA (RJ)
WAF034028BRA (RJ)
WAF034016BRA (RJ)
WAF094014USA
WAF034026BRA (RJ)
WAF060952BRA (RJ)
WU08780BRA
WAF034024BRA (RJ)
WAF033997BRA (RJ)
WUOB8975BRA (SP)
WAF200859MEX
WAF034005BRA
WAF033999BRA
WAF034001BRA
PAF113571BRA
WUB3693BRA (
WUB3689BRA (
WU28336BRA (
WUB3691BRA (
WU08771BRA
WL19331BRA
PAF034033BRA (
PAF034018BRA (
PAF113572BRA (
PAF034027BRA (
PU95485ITA
PY18759BRA (BA)
PY18753BRA (BA)
PU56320SWE
PU68201IDN
PAF034004BRA (RJ)
PAF137974USA
PY18754BRA (BA)
PAF033996BRA (RJ)
PY18760BRA (BA)
PY18752BRA (BA)
PAF368558FRA
PAF034025BRA (RJ)
PY18755BRA (BA)
PU13245HOL
PAF022277HOL
PAF204580USA
PAB059299JPN
PU08781BRA
PU16384AUS
PAF279027SWE
PL19335BRA
PL19332BRA

(RJ)
(RJ)
(RJ)
(RJ)
J)
J)
J)
)

R
R
R
RJ

AGACCCAGCAACAATACA---AGAAAGAGTATACATGTAGGATGGGGGAGA---TCATTATATGCAACAGGACAA
AGACCCGGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---ACATTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAGCAACAATACA---AGGAAAAGTATACATCTAGGATGGGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAA
AGGCCCAGCAACAATACA---AGAAAAAGTATACAGATAGGATGGGGGAGA---GCACTTTATGCAACAGGAGAA
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATAACACCAGGGAGA---GCATTATATACAACAGAC---
AGACCCAACAACAATACA---AGAAGAAGTATACATATAGGACCAGGGAGA---GCATTTTATGCAACAGGAGAC
AGACCCAACAACAATACA---AGCGAAAGTATACATATAGGACCAGGGAAA---GCATTTTATGCAACAAAAAGA

ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAATAGAGCAAAA-——————————————————————————
ATAATAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGCAACATTAGTAGTACAAAA---TGGAAT---AACGCTTTAGGACAG
ATAGTAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGTAACATTAGTAGAACAAAA---TGGAAT---AACACCTTAGAAAAG
ATAATAGGAAATATAAGAAAAGCACATTGTAACCTTAGTAGCACAGCA---TGGAAT---AACACCTTAGGACAG
ATAATGGGAGATATAAGAAAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCAGAC---TGGAAT---AACACTGTAAGAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGCACCCTTAATAGAGCACAA---TGGGAT---GACACTTTAAAAATG
ATAAAAGGAAATATAAGA---CCATATTGTACCCTTGATAGTAAAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAACAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATGAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGCAGAGCACAA---TGGAAT---GACACTTTAAGCAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGCAGAGCACAA---TGGAAT---GACACTTTAAGCAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGCAACATTAGCAGAGCACTA---TGGAAT---GACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGCAGAGCACAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGCACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGCACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAGCA---TGGGAA---AAGACTTTACAAAGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGGACAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACCTTAATAGAACACAA---TGGGAT---GGCACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGGCAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGAACAA---TGGAAT---AGAACTTTAGATCAG
ATAATAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGGGGAAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAGCAG
ATAACAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAATGTCAGTAGATCAAGC---TGGAAT---AAAACTCTACAAGAC
GTAGAAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACCTTAGTATAGCAGAC---TGGAAT---AAAACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGCAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGACATAAGACAAGCACATTGCAACCTTAGTAGAACAAAA---TGGGAA---AACACGTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGCATCAGAT---TGGAAT---AAAACTTTAGAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACGAGCACATTGTAACCTTAATAAAACAAAA---TGGAAT---GAAACTTTAACACAG
ATAATAGGAGATATAAGGCAAGCACATTGTACCCTTGATGAAACACGA---TGGAGA---GAAACTTTAAAACAG
ATAACAGGGGACATAAGACGAGCACACTGTAACATTAGTAGAACAGAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGACCAAAA---TGGGAG---AAAACGTTAGAACAG
AGGATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAGGCAAGA---TGGGAA---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGT-——————————————————-——————————————————————————
ATAATAGGAAAAATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAGAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAA
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACCTTAACGCAACAGCA---ATGGAA---AAACACTTTAAAC--
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCATATTGTACCCTCAACAGGACAAAA---TGGAAC---AATACT-----—--——
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAGTATAACAGAT---TGGAAC---AAAACTTTAACATGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATCTTGTAACATTAGTATAACAGAT---TGGAAC---AAAACTTTAACATGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATCAGTAGAACAGCA---TGGAAC---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATCTTAGTAGAGAAGAA---TGGAAA---AATACTTTAAAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTCAGTAGAACAGAT---TGGAAC---GAGACTTTAAGGAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAGGCAGATTGTAACCTTAGTAAAGT - ——————————————————————————————
ATAGTAGGAGATATAAGACAGGCACATTGTAACCTTAGTAAAGACATA---TGGGAA---AAAACTTTAAAAAGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAGAA---TGGAAC---AGCACTTTAGAAAAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAG-—--- TGGGAA---NCCACTTTAGGACGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATCTTAGCAAAGTAGCA---TGGAAC---AGAACTTTAGAAAGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATCTTAGTGGAGCAGAT---TGGAAT---AACACTTTAGCAGAG
ATAGTAGGAAATACAAAACAAGCATATTGTAACCTTAGTTTCAATGCC---TGGAAT---AACACTTTAGGAGAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGAAGCAGAC---TGGAGA---AACACTTTAGAACGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGGAGAAAAA---TGGAAC---AAAACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGCAGCAAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACACTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGGAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACACTGTAACCTTAGTAGAGCTAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACACTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACACTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAC---AACACTTTACAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGTGTAAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATGTTAGTGGAGAGGAA---TGGAGA---AAAACTCTAAAACGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGGAGAGACAAA---TGGGAA---AAAGCTTTACAACAG
ATAATAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGTAAAA---TGGAAT---AATACTTTAGCACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAGTAAAGAAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAATGAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAAGGCAAAA---TGGAAT---AAAACTTTAAACCAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AGCACCTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGAAAAACAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGGGATATAAGAAGAGCACATTGTAACCTTAGTAGGACAGAA---TGGAAT---AATACTTTAAAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATATTAGTAGAGCAACA---TGGAAT---AAAACTTTAAGACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGAAAAA---TGGAAT---AGCACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGTAGAA---TGGAAT---AACACTTTAACACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCAGAT---TGGAAT---AACACTTTAAAACAA
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAATGAAACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACGTTAGCAAAACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAGCACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGCCTATCAAAA---TGGAAT---AACACCTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAGGAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTATAGCAAAA---TGGCAT---AACACTTTAAAACGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAGAA---TGGAAT---AATACTTTACAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGAAGCACAA---TGGAAT---GACACTTTAAAACAG
ATACAAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAATGGAACAGAA---TGGAAT---AACACCTTACATCAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTATCCTTAATAAAACAAAA---TGGGAA---AGCACTTTAGAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGAAGAC---TGGCAT---AAAGCTTTAGAGCAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTACCATTAATGGAACAAAA---TGGAAT---AACGCTTTAATGCAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACGTGAGTGGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTCTATTACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCACAA---TGGAAT---AACACTTTAGAACAG
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WU37041ARG
WU37038ARG
WAF060962BRA (RJ)
WAF060959BRA (RJ)
WAF060958BRA (RJ)
WU16219BRA
WUO0400BRA (RJ)
WUO0418BRA (RJ)
PAF060954BRA (RJ)
PU00417BRA (RJ)
PU00427BRA (SP)
WL19334BRA
WU00419BRA (RJ)
WUO00412BRA (RJ)
WL16605ARG
WUO0401BRA (RJ
PU0O0414BRA (RJ
WUO0413BRA (R
WAF060957BRA
WAF032151HOL
WUO0409BRA (RJ)
WAF152771ESP
WX78512BRA (SP)
WAF188941FRA
PAF060955BRA (RJ)
WAF060964BRA (RJ)
WAF034023BRA (RJ)
WL19329BRA
PUS0831BRA (SP)
PUS0O830BRA (SP)
WU28955PRY
WAF188956FRA
WU08776BRA
WUB0824BRA (SP)
WU80825BRA (SP)
WAF033998BRA (RJ)
WU80833BRA (SP)
WAF034013BRA (RJ)
PUS0829BRA (SP)
PUS0832BRA (SP)
PAF060966BRA (RJ)
PAF034002BRA (RJ)
PU95412ITA
PAF060967BRA (RJ)
PU08709BRA
PAF060963BRA (RJ)
PU00416BRA (RJ)
PAF368745FRA
PU00415BRA (RJ)
PUS0236BRB
PAF058149CAN
PAJ278211DNK
PAJ289592DNK
PU20019CHN
PAF286549EST
PU31587BRA (SP)
PU00411BRA (RJ)
PU08687TBRA
PAF051476RUS
PAF170653RUS
PU08714BRA
PAF076319BRA (AM)
PU00405BRA (RJ)
WZ68025HOL
PAF181323CHE
WAF223996CZE
WAF223998CZE
WAB012971JPN
WAF181437SWE
PUO0402BRA (RJ)
WL20963BRA (BA)
WUO0424BRA (SP)
WU58813FRA
WUO0425BRA (SP)
WUS58820FRA
WU46122BRA (MG)
WUO00410BRA (RJ)
WAJ289510DNK
WL38420LTU
WUO0407BRA (RJ)
PAF016551HI
PZ92644KOR
PAF090618ESP
PAF181436CHE
PU58818DJT
PAF331440AUS
PAF060968BRA (RJ)
PAF060960BRA (RJ)
PAB002942JPN
PAF082482LTU
PAF060953BRA (RJ)

)
)
)
RJ)

ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAACAGAA---TGGAGA---CAAACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGTAACATTAGTAGAAAACAC---TGGATA---GACACTTTAAAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTACCCTTAATGAAACAAAA---TGGAGA---GACACTTTACAAAAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAAAA---TGGGGA---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAAAA---TGGGGA---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGTAAAAAA---TGGGGA---ACCACTTTAGAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACACTGTAACCTTAGTAGGAAAAAA---TGGGAA---AACACTTTAGAACAG
ATAATAGGAGAAATAAGACAAGCACATTGTAACCTCAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---AAAACTTTAAAACAG
ATAATAAAG---ATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGAAACA---TGGGAA---CGAACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAGGTACAC---TGGGAA---AATACTTTAAAACAA
GTAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGGAAAAGA---TGGAAT---GATACTTTAATACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTACCCTTAGTAGATTAGAC---TGGGAA---AACACTTTAAAGCAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACAT TGT———————— ===~ ——— - — e m
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTACCCTTAACAAAACAAAA---TGGGAA---AAAACTTTAGAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACAT TG -~ —— === === = — - — - — - —
ATAATAGGTAATATAAGACAAGCACATTGCAACATTAGTGGAACAAAA---TGGGGA---AACACTTTAAAATGG
ATAATAGGAAATATAAGAAAAGCATTTTGTACCCTTAATGGAACAAAA---TGGGAA---AATACTTTAAAACAA
ATAGTGGGAGATATAAGAGAAGCACATTGCAACCTTAGTAGAACAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGTACACAA---TGGAAC---AAGACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAC---AACACGTTAAGACAG
ATAACAGGAGATATAAGAAAAGCATATTGTAACATTAGTAGAACAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAGACAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCAAAA---TGGGAA---AACACTCTAAACCAG
ATAATAGGAAACATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCAGAC---TGGGAA---AAAACT-—---——-—-—
ATCATAGGAAACCCAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAAGCAGANNTTGGGAA---CAAACTTTACAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAATAAAGCAGAA---TGGGGA---AACACTTTAACACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAAAGCGGAA---TGGGGA---AACACTTTAAAACAG
ATCATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATCTTAGTGGAGCAAAA---TGGGAA---GACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGAGAAAGT---TGGGGA---AACACTTTA----—-
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGAAAGT---TGGGGA---AACACTTTA----——
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGAAAGA---TGGAAA---AACACTTTAAAGCAG
ATAATAGGAGACATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAAAGGAAAA---TGGGAA---AAGACT----——-—-—
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAAACAA
ATAATAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTA--——-—
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTA----——
NTAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAG-AAAA---TGGGAA---AGCACTTTAAAACAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTA----—-
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGGGCAAAA---TGGAAA---AACACTTTAGGACAG
ATAACAGGAGATATAAGACGAACACATTGTAACCTTACTGGAGGAAAA---TGGGAA---AGCACTTTA-----—
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCATATTGTAACCTTAGTGGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTA-----—
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---GACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACGAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---GACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAGCCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---GACACTTTAGAAAAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAATCTGAGTAGAGAC-——————————————————————————————
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCATATTGTAACATTAGTAGAACAGCA---TGGGGA---AAAACGCTACGAGAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAGAG---TGTGATATAAAATCGATAAAACGG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAACAAAA---TGGGAA---CACACTTTAACACAG
ATAACAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---GACACCTTAAAACAG
ACCACAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGCACAAAA---TGGAAT---AACACCCTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAGAA---TGGAAT---AACACTTTAGCACAG
ATAATAGGAGATATACGACAGGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTACACCAG
ATAATAGGAGATATCAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAGATGG
ATAATAGGCGATATACGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCACAA---TGGAAT---ACCACTTTAGACCAG
ATAATAGGAGATATANGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGAACAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGGGCAGCA---TGGGAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGCAGAGCACAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACTG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGCAGAGCACAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
GTAACAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACGTTAGTATAACAAAA---TGGAAT---AACACATTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AACACATTAACACAG
ATAATAGGAGACATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCACAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGCGCAAAA---TGGAAT---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---GACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAT---TGGACT---AACACTTTACAACAG
ATAGTAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAACAAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATAGTAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAAAATTAATGGAACAAGA---TGGAAA---AAAACTTTAGAACAT
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAAACGG
ATAGTAGGAGATATAAGAAAAGCATATTGTACCCTTAATAAAACAAAA---TGGGAA---AACACTTTAAGACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCATATTGTACCATTAATGGAACAAAA---TGGAAC---AACACTTTAAAACAG
ATTCTAGGAGATATAAGACAAGCAGCTTGT——————————— =~~~ — - — e —— e —m————
ATAATAGGAGC T AT AAGA C -~ — = — = — —m m m
ATAATAGGAGATATAAGACGAGCACATTGTAACCTTAGCAGAGCCGCA---TGGAAT---AGCACTTTAAGACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGAAGGGGCA---TGGAAT---AAAACTTTACAAGAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGT-——--————————————————————————————————
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTGACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGGAA---AACACTTTACAACTG
ATAATAGGAGATATAAGNCNAGCACATTGTNACCTTAGTAGAGAA-—————————————————————————————
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAATGTTAGTAGAGAAGAT---TGGAAA---AACACTTTAGAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCA-ATTGTAACCTTGCTGGAGAAAAC---TGGGAC---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACGAGCATATTGTACCCTTAGTGGAGCAAAA---TGGAAC---AGCACTTTAAAAAGG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTGGAATAGAA---TGGAAC---AACACTTTAACACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTGGAACAGAA---TGGAAT---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAGAGCAAAT---TGGAAC---AACACTTTAAGACAG
GTAATAGGAAATATAAGAATAGCACATTGCAATGTTAGTGAAACAAAA---TGGAAT---AAAGCTTTACAACAA
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTATGGCAAAA---TGGAAT---AGCACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCATATTGTAACCTTAGTAGAGCAGAC
ATAATAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGT-———-—————————=—————
ATAATAGGAGACATCAGAAAGGCACATTGTAACATTAGTGG----—-—
GTAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACATTAGTAAAGCAAAA---TGGAAT---AATACTTT-------
GTAATAGGAGATATAAGAAAAGCACATTGTACCATTAGTGGAGCAAAA---TGGAAT---AGCACTTTAAAACAG
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTTTCACAAAA---TGGAAT---GACACTTTAAATCAG
ATAATAGGAAATATAAGACTAGCATATTGTAACATTAGTGCAGCACAG---TGGAAT---AAAACTTTAGGACAG
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WAF032901BOL
WAF245223BOL
WU95570PHL
WU95566PHL
WU95575PHL
WAF060956BRA (RJ)
PAJ224186THA
PU28678CYP
PAF142260ESP

ZA59

PU56380ETH
PX78513BRA (BA)
PU0B446HTT
PAY037268ARG
PAJ277821BEL
PU08796BRA
PX78515BRA (BA)
PU08797BRA
PU08798BRA
PX78517BRA (RJ)
PU08775BRA
PU65538MWI
PU08B8OLTHA
PAF034021BRA (RJ)
PU08772BRA
PLO7226HTI
PAF113570BRA (RJ)
PU23138USA
SUBTYPE A
PAF200874MEX
PAF169616KOR
PAF034010BRA
PAF034012BRA
WAF113565BRA
WAF034030BRA
WY18596REU
WAF080212CHN
WAF113574BRA (RJ)
WAF231041BRA
WU31591BRA (SP)
WAF060965BRA (RJ)
WAF188990DEU
WAF034029BRA (RJ)
WAF034028BRA (RJ)
WAF034016BRA (RJ)
WAF094014USA
WAF034026BRA (RJ)
WAF060952BRA (RJ)
WU08780BRA
WAF034024BRA (RJ)
WAF033997BRA (RJ)
WUO8975BRA (SP)
WAF200859MEX
WAF034005BRA (
WAF033999BRA (
WAF034001BRA (
PAF113571BRA (
WU83693BRA (RJ
WU83689BRA (RJ
WU28336BRA (RJ
WU83691BRA (RJ
WU08771BRA
WL19331BRA
PAF034033BRA
PAF034018BRA
PAF113572BRA
PAF034027BRA
PU95485ITA
PY18759BRA (BA)
PY18753BRA (BA)
PU56320SWE
PU68201IDN
PAF034004BRA (RJ)
PAF137974USA
PY18754BRA (BA)
PAF033996BRA (RJ)
PY18760BRA (BA)
PY18752BRA (BA)
PAF368558FRA
PAF034025BRA (RJ)
PY18755BRA (BA)
PU13245H0L
PAF022277HOL
PAF204580USA
PAB059299JPN
PU08781BRA
PU16384AUS
PAF279027SWE

J
J
J

R
R
R
RJ

(RJ)
(RJ)
(RJ)
(RJ)

RJ)
RJ)
RJ)
RJ)
)
)
)
)

J
J
J

R
R
R
RJ

(RJ)
(RJ)
(RJ)
(RJ)

ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGAGCAAAA---TGGAAT---AATACTTTAGAAAAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTCAGTAGTAAAAGACCGTGG---AGCAACACTTTAACACAG
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACATTGT-- - -
ATAATAGGAAATATAAGACAAGCACATTGT--
ATAATAGGAGATATAAGACAAGCACAT TGT———————— ===~~~ —— - — e —mm——m
ATAATAGGGGATATAAGACAAGCACATTGTAACCTTAGTAGTACACAT TGGAAC---AAGACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGACGAGCACATTGTAACATTAGTAAAACAGAT---TGGGGT---GACACTTTAACACGG
ATAATAGGAGATATAAGACTAGCATATTGTAACATTAGTGGAGCAGAA---TGGAAG---AACACTTTAAAACAG
ATAATAGGAGATATAAGAAAAGCATATTGTAATATTAGTAGAGTACAA---TGGAAT---GAGACTTTAAAACAG

ATAGTTAAAAAATTAAGA-—-——-— GAACAA---——— TTTAAG---AATAAAACAATAAC-
ATAGTTGGAAAATTAAGA-----— GAACAA-—-----— TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTGAAAAATTAAGA------ GCACAA-—----- TTTGGG---AATAAAACAATAAGA
ATAGCTATTAAATTAAGA---—-—-— GAAAAT------— TTC--——-- AATAAAACTATAGTC
ATAGTGGAAAAATTAAGA----—-— GAGCAA----—-— TTTGAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA-—--—-—-— GAAAAA-—-—-— TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
GTAGTTACAAAATTAAGA---—-— GAACAA------— TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA--—--- GAACAA-—----- TTTGAG---AATAAAACAATAAAG
ATAGTTACAAAATTAAGA--—--- GAACAA------ CTTGAG---AATAAAACAATAAAG
ATAGTTACAAAATTAAGA-----— GAACAA-—-----— GTTGGG---AATAGCACAATAGAC
ATAGTTAAAAAATTAAGA------ GAACAA-—----- TTTGGG---ATTAGCACAATAGCC
ATAACTGAAAAATTAAGA----—-— AAACAA---——- TTTGGG---AACAAAACAATAGTC
ATAACTGAAAAATTAAGA----—-— GAACAA----—-— TTTGGG---AACAAAACAATAGTC
GTAGCTAGGAAATTAAAA---—-— GAACAA------— TTTGAG---AATAGCACAATAGTC
GTAGCTGATAAATTAAGA---—--— GAACAA------— TTTAAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA--—-—-- GAACAA------ TTTGGGAGGAACAAAACAATAATC
ACAGTTATAAAATTAAGA--—--- GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTGAAAAATTAAGA-----— GAACAAGAACCATTTAAG---AATAAAACAATAATC
ATAGTTACACAATTAAGA------ GTATAC------ TGG----—-- AATAGAACAATAATC
ATAGTTACAAAATTAAGA----—-— AAACAA---——- TTTAAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGCTATAAAATTAAGA----—-— GAACAA----—-— TTTGTG---AATAAAACAATAACC
ATAGCTATAAAATTAATA-—-—--—-— NNCCAA-———--— TATGTA---AATAAAACAATAGTC
ATCTCTGTAAAATTAAAA-—-———— GAACAA------— TTTGGG---AATAAAACAATAGTT
ATAGCTACAAAATTAAGA--—-—-- GAGCAA------ TTTAGC---AATAAAACAATAATC
ATAGTTATAAAGTTAAGA--—----— GAACAA------ TTTGGCAATAATAAAACAATAATC
ATAGTTAGAAAATTAAGA------ GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAATC
ACAGTTAGAAAATTAAGA------ GAACAA-—-----— TTTGGC---AATAAAACAATAATC
ATAGTTGTAAAATTAGGA----—-— GAACAA----—-— TTTGGC---AATAAAACAATAGCC
ATAGCTATAAGATTAGAG--—---- AACCAA---—--— TTTACA---AACATA--------—
GTAGCTGAAAAATTAAGA---—--— GAACAA------ TTTAAG---AATAAAACAATAAAT
GTAGCTGAAAAATTAAGA---—--— GAACAA------— TTTAAG---AATAAAACAATAAAT
ATAGCTAGAAAATTACAA------ GAACGA------ TTT---AATAAAACAATATT---C
ATAAGCATAAAATTGAGG----—-— GATCAA----—-— TTTGAG---AATAAAACAATACGC
ATAGCTGAAAAATTAAGA----—-— GAACAA----—-— TTT--——-- AATAAAACAATAGTC
ATAGCTATAAAATTAGGA--—-—— GAACAA-----— TTTAAG---AACAAAACAATAGCC
ATAGCTAAAAAATTACAA-——-——— GAACAA-—----- TTT----—- AATAAAACAATAGCC
NTAGCTGAAAANTTANAA------ GAACAA------ TTT------ AATAGAACAATAGNC
ATAGCTATAAAATTAAGG------ AACCAA--—----— TTT----- AATTACAACAATGATA
ATAGTCACAAAATTAAAA-—-—-— GAACAA-—----- TTTAAA---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAAATTAAGAGAACAA-————— TTTAGG---AACAAAACAATAATC
ATAGCTATAAAATTAAGA----—-— GAACAA----—-— TTTCCG---AATAAAACAATTAAC
ATAGTTGCAAAATTAAAA-——-——— GAAAAA-—-—-— TTT---AATACTACTACAATAATC
ATAGTT------ TTAAAATTAATAGAAAAA-—-—-—-— TTT--——-- AATACAACAATAATC
GTAGTTATGAAGTTAAGA-----— TTT--———— AATAAAACAATAATC

ATAGTTATGAAGTTAAGA--—---— TTT--———— AATAAAACAATAATC
ATAGTTATGAAGTTAAGA------— TTT--——-- AATAAAACAATAATC
ATAGTTATGAAGTTAAGA------ TTT--———- AATAAAACAATAATC
ATAGTTATAAAATTAAAA---——— TTT--—-—-- AATAAAACAATAATC
ATAGTTAGAAAATTAAAG----—-— TTT--——-- AATAAAACAATAATC
ATAGCTGCAAAATTAAAA--———— TTTGAG---AATAGAACAATAGCA
ATAGCTACAAAATTAAGA--——-—— TTC--—-—- AATAAAAATATAACC
ATAGTTAACAAATTAAGA-—-—-——— TTTGAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTAAAAAATTAAGA-——-——-— TTTGAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGCTATAAAATTAAGA------ TTT--——-- AATAAAACAATAGTC
ATAGTTGGAAAATTAAGA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTGGAAAATTAAGA----—-— TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGCTGACAAATTAAGA----—-— TTTGGG---AGTAAAACAATAAGA
GTAGTTGAAAAATTAGGA---—--— TTTAAG---GATAAAACAATAGCC
GTAGTTGAACAGTTAAGA---—--— TTTATG---AATAGAACAATAGTC
ATAGTTGAAAAATTAAGA--—-—-- TTTGGGAACAATACAACAATAGTC
ATAGTTGAAAAATTAAGA--—--- TTTGGG---AATAAAACAATGGTC
ATAGTTGGAAAATTAAGA-----— TTTAAG---AATAAAACAATAGCC
ATAGCTAAAAAATTAAAG---—--- TTT--———- AATAAAACAATAGTC
GTAGCTAAAAAATTAAGA----—-—

ATAGTTGTCAAATTAAGA----—-—

GTGGTTGCAAAATTAAGA---—-—

GTAGTTACAAAATTAAGA-
ATAGTTACAAAATTAAGA-
ATAGTTAACAAATTAAGA-
GTAGTTAGAAAATTGAGA-
ATAGTTATAAAATTAAGA-
ATAGTTAAAAATTTACAA-
ATAGCTGGAAAATTAAGA-
ATAGCTGGAAAATTAAGA--—-—-



PL19335BRA
PL19332BRA
WU37041ARG
WU37038ARG
WAF060962BRA (RJ)
WAF060959BRA (RJ)
WAF060958BRA (RJ)
WU16219BRA
WUO0400BRA (RJ)
WUO0418BRA (RJ)
PAF060954BRA (RJ)
PU00417BRA (RJ)
PU00427BRA (SP)
WL19334BRA
WU00419BRA (RJ)
WUO0412BRA (RJ)
WL16605ARG
WUO0401BRA (RJ)
PU00414BRA (RJ)
WUO0413BRA (RJ)
WAF060957BRA (R
WAF032151HOL
WUO0409BRA (RJ)
WAF152771ESP
WX78512BRA (SP)
WAF188941FRA
PAF060955BRA (RJ)
WAF060964BRA (RJ)
WAF034023BRA (RJ)
WL19329BRA
PUS0831BRA (SP)
PUS0O830BRA (SP)
WU28955PRY
WAF188956FRA
WU08776BRA
WUS0824BRA (SP)
WU80825BRA (SP)
WAF033998BRA (RJ)
WU80833BRA (SP)
WAF034013BRA (RJ)
PUS0829BRA (SP)
PUS0832BRA (SP)
PAF060966BRA (RJ)
PAF034002BRA (RJ)
PU95412ITA
PAF060967BRA (RJ)
PU08709BRA
PAF060963BRA (RJ)
PU00416BRA (RJ)
PAF368745FRA
PU00415BRA (RJ)
PUS0236BRB
PAF058149CAN
PAJ278211DNK
PAJ289592DNK
PU20019CHN
PAF286549EST
PU31587BRA (SP)
PU00411BRA (RJ)
PU08687TBRA
PAF051476RUS
PAF170653RUS
PU08714BRA
PAF076319BRA (AM)
PU00405BRA (RJ)
WZ68025HOL
PAF181323CHE
WAF223996CZE
WAF223998CZE
WAB012971JPN
WAF181437SWE
PU00402BRA (RJ)
WL20963BRA (BA)
WUO0424BRA (SP)
WUS58813FRA
WUO0425BRA (SP)
WUS8820FRA
WU46122BRA (MG)
WUO0410BRA (RJ)
WAJ289510DNK
WL38420LTU
WUO0407BRA (RJ)
PAF016551HT
PZ92644KOR
PAF090618ESP
PAF181436CHE
PUS58818DJT
PAF331440AUS
PAF060968BRA (RJ)
PAF060960BRA (RJ)
PAB002942JPN

J)

ATAGTTAAAAAATTAAGA-
ATAGCTACAAAGTTAAGA-
ATAGAGACAAAATTAAGA-
GTAGGGGTAAAATTAAAA-
ATAAGCTACAAAATTAAG-
GTAGCTATAAAATTAAGG-
GTAGCTATAAAATTAAGG-
ATAGCTAAAAAATTAAAA---—-—

ATAGCTAAAAAATTAAGA-———-~- TTT------ AATAAAACAATAGTC
ATAGCTATAAAATTAAGA-———-- TTTGGC---AATAAAACAGTAATC
ATAGCTATAAAATTAAGT----—- TTTGGC---AATAAAACAAGT---
ATAGCTAAAAAATTGAGA----—- TTTGAA---AATAAAACAATACAA
ATAGTTACAGAATTAAGA----—- TTTAAG---AATAAAACAATAGTC
GTAGCTAAAAAATTAAGA-———-- TTT---AATAATAAAACAATAGTC
ATAGTTATAAAATTAAGA-———-— GAACAA------ TTTGTC---AATAAAACAATAACC
ATAGCTGCAAAATTGAAA-————~ GAACAG------ TTT------ AATAAAACAATAARA
ATAGCTGAAAAATTAAGA---——- GAACAA------ TTT------ AATAAAACAATAGCC
ATAGCTATAAAATTAAAA---——— GAACAA----—- TTTGGG---AATAAAACAATAGAA
ATAGCTACAAAATTAAGA-—=-—-= GAA= === === mmmm e
ATAGCTATAAAATTAGGA----—- GAACAA------ TTTAAG---AACAAAACAATAGTC
ATAGCTATAAAATTAGAA-———-— GAACAG------ TTTAAG---AACAAAACAATAATC
GTAGCTATAAAATTAGGA-----— GAA- === = ——mm oo
ATAGCTATAAAATTAAAA-————~- GAACAA-----— TTT------ AATAACACAATAAGC
GTAGCTATAAAATTACAA-----— GAACAA-----— TTCA-—=======———————————
ATAAGGCAAAAAATTAAG-———-~- AAAACA= === === === == — -
ATAGTTATAAAATTAGGA---——- GAACAA----—- TTTAGA---AATAAAACAACAATC
ATAGTTATAAAATTAGGA----—- GAACAA------ TTTAAG---AATAAAACAATAGCC
ATAATTATAAAATTAAGA-———-~- GAACAA-----~— TTTACG---AACAAAACAATAGTC
ATAGCTACAAAATTAAGA-———-- GGACAA------ TTT---CCTAACAAAACAATAGTT
ATAGCTATGAAATTAAAA-—-——— GAACAA----—- TTT------ GATAAAACAACAACA
ATAGTTACAAAACTAAGA-———-— GAACAA------ TTT------ AATAAAACAATAATC
ATAGTTATAAAAATTAAG-—~~~ AGAACAA-—-—-~ TTTGGGAAT-—===========—~
ACAGCTAGGARATTAAGA-———-- GAACAA------ TTTGGAAATAATACAACAATCTTC
ATAGTTATAAAATTAAGA---——- GAACAA----—- TTTGGGAATAAAACAATAATC--—
GTAAGTAGAAAATTAGCA-----— GAGCAC------ TTCCCT---AATAAAACAATAATC
GTAGCTATARAGT T - === === === == === —
ATAGGTAGAAAATTACAA-———-~ GAACAA-----— TTTAAT---AATAAAACAATAATC
ATAGTTAAAAAATTAAAA-———-- GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTATAAAATTACAA---——- GAACAA------ TTTGGG---AATAAAGCAATAATC
GTAGCTACAAAATTAGGA-----— GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAATC
ATAGTGGAAAAATTAGGA-———-- GAACAA------ TTTGGG---AATAGTATAACA--—
ATAGTTAAAAAATTAAGA---——- GAACAA------ TTTGGG---AGTAATACAACAATC
GTAGCCAACAAATTAAGA-----— GAACAA------ TTGGGG---AATAATGAAAC---—
ATAGTTAARAACTTTAAGT-—-—-— GACCAG------ TTTGGG---AATAATACCCCAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA-———-~ GAACAA------ TTTAAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA-———-- GAACAA------ TTTA------ ATAAAACCATAGTC
ATAGTTACAAAATTAAGA---——- GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGCC
ATAGTTGAAAAATTAAGA----—- AAACAA------ TTTGAT---AATAAAACAATAGCC
ATAGTTAGCAAATTACGA-—-—-- AAACAA--———- TTTCGG---GATAAAACAATAGTC
ATAGTTAGCAAATTAAGA-————- GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTGGAARAATTAAGA-———-— GAACAA------ TTTGGG---AATAAAACAATAGTC
ATAGCTGCARAATTAAGA-———-— GAACAA------ TTTGGG---AACAAAACAATAGTG
ATAGCTATAAAATTAAGA-———-~- GAACAG-----~- TTTAATGGAACAGAAACAATAATC
ATAGCTAGCAAATTAGGA-———-- GAACAA------ TTTGAG---AATAAAACAATAGTC
ATAGTTATGAAATTAAGA---——- GAACAA----—- TTT-—---- AATAAAACAATAATA
ATAGCTGTAAAATTAAGA---——- GAACAA------ TTT------ AATAAAACCATAGCC
ATAGCTATAAAATTAAGA---——- GAACAA----—- TTT------ AATAAAACAATAAGT
GTAGCTGGAAAATTAGAA---—-— GAACAA------ TTTAAG---AATAAAACAATTATC
GTAGTTAGAAAATTAAAA-----— GAACAA------ TTT---AATACTACAACAATAAAT
AT ACGC — === = = — m o
GTAGGTAAAAAATTAAAC-———-—

ATAGCTAGAAAATTAAGA-----—
ATAGCTACAAAATTAGGA------
ATAGCTACAAAATTAGGG----—--—
ATAGCTGAAAAATTAAGA---—-—-—
ATAGTTGAAAAATTAAGA-—--———
CTAGTTATAAAATTAAGA-
ATAAGTGAAAAATTAAGA-
GTAGTTGAAAAATTAAGA-
ATAGTTACAAAATTAAGA-



PAF082482LTU
PAF060953BRA (RJ)
WAF032901BOL
WAF245223BOL
WU95570PHL
WU95566PHL
WU95575PHL
WAF060956BRA (RJ)
PAJ224186THA
PU28678CYP
PAF142260ESP

GTAGCTAGAAAATTAGGA-
ATAGCTACAAAATTAAAG-
GTAGCTAACAAATTAAAA-

ATAGCTATAAAATTAGGA-———-——
GTAGCTGAAAAGTTAAGT--——-—
ATAGTTGGCAAATTACTA-———-—-—
ATAGTTGGAAAATTAAGA-—————

101



Anexo II O co-receptor CCR5

O co-receptor CCR5 ¢ expresso na superficie de células T ativadas e de
memoria, mondcitos e macroéfagos, microglia e, em menor quantidade, na superficie de
células B (Carrington et al., 2001). A descoberta de que esta molécula era utilizada
como co-receptor pelo virus apontou para a influéncia de seu gene na infecgdo pelo
HIV-1. A seguir, grupos independentes de pesquisadores identificaram um alelo
mutante do gene, conhecido como CCR5-A32, que se caracteriza por uma delegao de 32
pares de bases. A perda deste segmento génico resulta em uma mudan¢a na fase de
leitura e na formagdo prematura de um cdédon de terminagdo. Em conseqiiéncia, as
moléculas produzidas sdo inoperantes e ndo podem ser expressas na superficie celular
(Carrington et al., 2001; Roger, 1998).

O fato do alelo CCR5-A32 nao ser expresso na superficie das células tem como
conseqiiéncia 6bvia o fato de os individuos homozigotos para este alelo serem, na sua
quase totalidade, resistentes a infeccado pelo HIV-1. Por outro lado, apesar dos
heterozigotos (gendtipo CCR5+/CCR5-A32) ndo estarem protegidos contra a infecgao,
foi observado que estes individuos progridem mais lentamente para a AIDS do que
aqueles que possuem os dois alelos selvagens (genotipo CCR5+/+). A explicagdo para
isto € que, nas células desses pacientes, ocorre a formagdo de heterocomplexos CCR5-A
32/CCRS, o que diminui a quantidade média de moléculas CCRS5 expressas na
superficie celular. Desta forma, a replicacdo in vitro de isolados R5 ¢é deficiente nas
células obtidas de pacientes heterozigotos o que, in vivo, se traduz em niveis inferiores

de carga viral (Carrington et al., 2001).
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