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Querem que vos ensine 0 modo de chegar a ciéncia
verdadeira? Aquilo que se sabe, saber que se sabe; aquilo que
ndo se sabe, saber que ndo se sabe; na verdade € este o saber.

Conflcio
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O deslocamento humano e o comportamento sexual sdo os principais fatores que
impulsionaram a pandemia do Virus da Imunodeficiéncia Humana Tipo 1 (HIV-1) para
o perfil atual. Dentro da extensa variabilidade genética do HIV-1, o subtipo B (HIV-1
B) é a variante mais disseminada geograficamente, relacionando-se a aproximadamente
11% de todas as infec¢Ges no mundo. A estrutura intrinseca da transmissdao do HIV-1B
entre diferentes individuos tem valiosa importancia para a compreensdo da epidemia e
para as intervences em saude publica. Assim, o presente estudo tem como objetivo
caracterizar epidemiologicamente a dindmica de transmissao e disseminacdo do HIV-1
subtipo B. Duas abordagens metodoldgicas foram empregadas: (1) Caracterizagdo
genética e temporal da diversidade molecular do HIV-1B em diferentes pontos no
Brasil, através de coleta, amplificacdo e sequenciamento do material genético viral e,
(2) Identificacdo das cadeias de transmissdo existentes na epidemia do HIV-1B no
Brasil através da selecdo de sequéncias disponiveis em bancos de dados e posterior
reconstrucdo filogenética. Nossos resultados mostram que a epidemia de HIV-1B é
largamente influenciada por tendéncias regionais e sugerem uma maior probabilidade de
transmissdo do HIV entre individuos de mesma origem geografica. A aparente diferenca
na prevaléncia da variante B”-GWGR em distintas regifes do Brasil e a relagcdo de
assinaturas genéticas virais com grupos especificos de exposicdo em determinados
pontos do pais corrobora a dindmica epidemioldgica localizada. Este isolamento na
epidemia, aparentemente particular para o Brasil e demais paises da América do Sul,
pode ser um reflexo da discreta conexao nodal entre as diferentes cidades no continente,
garantindo importante limitagdo local da epidemia de HIV-1B. Além disso,
identificamos um curto prazo na dindmica de transmissédo do virus entre individuos,
envolvendo em média 29 meses. No grupo de individuos homossexuais/bissexuais
(HSH), especificamente, o intervalo foi estimado em um ano. Estes resultados revelam
uma dinamica particular para o grupo HSH na epidemia do HIV-1B, em que o intervalo
de tempo entre as novas infecgdes € muito estreito e possui ampla participagdo de
individuos recém-infectados. A ampla coleta de dados e a utilizacdo de métodos
estatisticos robustos permitirdo melhor entendimento da dindmica epidemiologica do
HIV e, através de programas ativos de salde publica, podem influenciar no
direcionamento de campanhas de intervencgdo para populacdes especificas.



The human displacement and sexual behavior are the main factors driving the
human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) pandemic to the current profile. Within
the extensive genetic variability of HIV-1, subtype B (HIV-1 B) is the most widespread
variant being related to approximately 11% of all infections worldwide. The intrinsic
structure of the HIV transmission among different individuals has valuable importance
for the understanding of the epidemic and for the public health response. Thus, this
study aims to characterize the epidemiological dynamics of HIV-1B transmission and
dissemination. Two methodological approaches are required: (1) genetic and temporal
characterization of molecular diversity of HIV-1B at different points in Brazil, through
collection, amplification, and sequencing of viral genetic material, and (2) identification
of transmission clusters within the HIV-1B epidemic in Brazil by reconstruction of
phylogenetic trees using sequences selected from public databases. Our results show
that the HIV-1B epidemic is largely influenced by regional trends and suggest a higher
probability of HIV transmission between individuals from the same geographic origin.
The apparent difference in the prevalence of the B”-GWGR variant in different regions
of Brazil and the relationship of viral genetic signatures with specific exposure groups
in certain parts of the country also supports the main influence of local factors in the
HIV-1B epidemic. This epidemiological isolation apparently particular for Brazil and
other South American countries may be a reflection of the discrete nodal connection
between different cities within the continent. In addition, we identified a short-term
dynamic spread within the transmission clusters in which the mean transmission time is
approximately two years. In the group of homosexual/bisexual (MSM) specifically the
intertransmissions interval has been estimated at about 1 year. These results show a
specific dynamic in the HIV epidemic for the MSM group, and show a narrow interval
between new infections with extensive involvement of newly infected individuals.
These data highlight the need for better characterization of the HIV epidemic in Brazil
and, in addition, show the need for specific prevention measures for concentrated
epidemics. Public health services can be broadly benefited from this kind of information
in order to guide intervention programs in public health.



1.1 Consideracdes Iniciais:

Ap6s mais de trés décadas da descoberta do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e do seu desenfreado alastramento pelos diferentes grupos populacionais,
refletindo em mudancas nos contextos sociais, econdémicos e culturais, 0 mundo se
deparou recentemente com uma reversdo da pandemia (Hemelaar 2012; UNAIDS
2014a). Apesar de aproximadamente 35 milhGes de pessoas conviverem com o0 virus, a
epidemia, desde 2001, apresenta uma queda de 38% no nimero de novos casos. O
namero de mortes relacionadas a consequente Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome, Aids), causada pelo virus, ndo
decresceu, mas se encontra em um patamar estavel. Por outro lado, a qualidade de vida
dos pacientes tem sido amplamente beneficiada pela crescente disponibilidade e adeséo
a terapia antirretroviral (UNAIDS 2013).

A acdo global conjunta em busca da retracdo na expansdo da epidemia
demonstra a abrangéncia do impacto de acgdes da iniciativa publica (UNAIDS 2013).
Em poucas décadas, a associacdo de politicas engajadas a mudancas sociais, inovacao
tecnoldgica e injecdo de recursos financeiros transformou a resposta a epidemia em um
modelo de vanguarda em salde (Bello et al. 2011). AcGes politicas de informacéo,

conscientizagdo e prevencdo contribuiram sobremaneira para as estimativas



promissoras. Além disso, as politicas de combate a epidemia estimularam alteraces
sociais e comportamentais na populacdo em geral, em especial, entre jovens adultos,
profissionais do sexo (PS) e seus clientes, individuos que utilizam drogas injetaveis
(UDI), homens que fazem sexo com homens (HSH) e transgéneros (UNAIDS 2011).

Em paises onde ha uma epidemia generalizada, a combinacdo de mudancas
sociais e comportamentais (incluindo a redugdo no ndmero de parceiros sexuais,
aumento no ndmero de individuos que utilizam camisinha e atraso para iniciacdo da
vida sexual) foi fundamental para a reducdo na incidéncia de HIV (UNAIDS 2013). A
exemplo da circuncisdo, diversos paises tem iniciado programas de intervencao
cirtrgica voluntaria para jovens meninos ainda ndo em idade reprodutiva devido as
estimativas de reducdo em até 60% das taxas de transmissdo do HIV durante o contato
sexual (Auvert et al. 2009). Modelos matematicos sugerem que sem as mudancas
comportamentais e sociais ocorridas ao longo dos trinta anos da epidemia, a incidéncia
mundial de HIV poderia atingir o dobro dos valores atuais, adicionando 35 mil novas
infeccOes por ano (UNAIDS 2012).

Acima de tudo, a introducdo da terapia antirretroviral (ART) como método de
tratamento propiciou uma dramatica reducdo no nimero de mortes associadas a AIDS e
garantiu uma melhoria na qualidade de vida dos individuos infectados (Thompson et al.
2012). Ainda, recentemente, diversos estudos tém mostrado que a supressdo viral
ocasionada pelo uso efetivo da terapia € capaz de diminuir as chances de transmisséo do
virus entre individuos e mesmo, quando usada regularmente por individuos néo
infectados pelo HIV, pode fornecer protecdo contra a infecgdo (Donnell et al. 2010;
Grant et al. 2010). Como resultado global, a terapia antirretroviral beneficia atualmente
aproximadamente 13 milhdes de individuos, abrangendo mais de 37% daqueles que

deveriam estar em tratamento (UNAIDS 2013; UNAIDS 2014a). Estima-se que, nos



proximos anos, todos os pacientes elegiveis terdo acesso universal aos medicamentos,
representando um investimento de mais de 24 bilhdes de dolares por parte dos governos
(UNAIDS 2012).

Apesar dos recentes avangos em relacdo as novas tecnologias, ao tratamento e as
mudangas culturais e sociais nos mais diversos contextos, a epidemia de HIV ainda é
desigual ao redor do mundo e atinge aproximadamente dois milhGes de novos
individuos todos os anos (UNAIDS 2014a). As promissoras estimativas internacionais,
nacionais, ou mesmo regionais devem ser interpretadas com cautela, ja que refletem
nameros médios de uma populacdo e acabam por mascarar pontos negativos de
microepidemias em determinadas regiGes. Assim, a ineficicia das diversas medidas em
bloquear completamente a ainda corrente disseminagdo do virus cria um desafio para as
politicas de manejo de salde publica e pde em questionamento a eficiéncia de tais
métodos para toda a heterogeneidade e atual extensdo da epidemia de HIV. Esse cenario
ainda enfatiza a necessidade de abordagens inovadoras para melhor entender a
transmissdo do HIV em um nivel populacional (Dennis et al. 2012).

Segundo a UNAIDS, a réapida resposta contra as altas taxas de mortalidade,
morbidade e transmisséo relacionadas ao HIV, em certas localidades ao redor do
mundo, exige um amplo e intenso esforco para coleta de dados a respeito do virus e dos
proprios pacientes (UNAIDS 2014b). Complementarmente, a aplicagdo de métodos de
analise, adequados para a interpretacdo destas informacdes clinico-demogréaficas, podem
guiar esforgos intensos e focados em saude publica, proporcionando 0 maximo impacto
sobre as epidemias locais (UNAIDS 2014b). Estas informac0es estratégicas, além disso,
contribuem para a manutencdo de uma vigilancia epidemiologica eficiente e podem
garantir formas de beneficiar um maior nimero de pacientes infectados (Bello et al.

2011; Thompson et al. 2012).



No contexto metodoldgico, analises filogenéticas vém sendo amplamente
utilizadas para a investigagdo sobre origem, disseminacdo e transmissdo de HIV entre
diferentes individuos (Brenner et al. 2007; Lewis et al. 2008; Junqueira et al. 2011,
Faria et al. 2014). Abordagens especificas, especialmente sobre dispersdo e transmissao
do virus, se mostraram poderosos métodos para a compreensdo de questdes sociais,
demograficas e geograficas pertinentes a epidemia (Rothenberg et al. 1998; Lewis et al.
2008; Almeida et al. 2012; Junqueira et al. 2013). Ainda, estas analises se propéem a
correlacionar contextos locais com vias de transmissdo, resisténcia as drogas,
comportamentos de risco e cadeias de transmissdo (Lama et al. 2006; Hué et al. 2009;
Chalmet et al. 2010; Jia et al. 2014). A ampla coleta de dados e a utilizacdo de métodos
estatisticos robustos permitem um melhor entendimento da dindmica epidemiolégica do
HIV e, através de programas ativos de saude publica, podem influenciar no
direcionamento das campanhas para populagdes especificas com o objetivo de reduzir
as taxas de transmissdo e, consequentemente, retardar o aumento do nimero de novos

casos (Brenner and Wainberg 2013).

1.2 Surgimento e diversificacdo do HIV:

O inicio da histéria da infeccdo pelo HIV em humanos é um exemplo
catastrofico da relagdo entre diferentes espécies (Yamaguchi et al. 2000; Santiago et al.
2005; Nau et al. 2009). O impacto da colonizacdo de poténcias europeias e a
consequente imposicdo de um modelo econdmico nas comunidades africanas
colaboraram sobremaneira com a origem, expanséo e difusdo do virus pela populagéo
humana (Perrin et al. 2003). Aproximadamente um século apds o aparecimento do HIV,

oito mil pessoas morrem diariamente vitimas da infeccdo e, apesar da redugdo nas



estimativas, milhares de novos casos sdo detectados anualmente (Worobey et al. 2008;
UNAIDS 2013; UNAIDS 2014a).

O surgimento de duas linhagens de HIV, HIV-1 e HIV-2, é o resultado de, no
minimo, doze transmissdes zoonoticas independentes de virus simios para humanos
(Wertheim and Worobey 2009; Nau et al. 2009). Atualmente, mais de 30 espécies de
primatas ndo-humanos abrigam infeccdes pelo virus da imunodeficiéncia simia (SIV)
no continente africano e, embora espécie-especificos, a transmissao destes virus entre as
diferentes espécies ja foi observada (Hahn et al. 2000; Sharp and Hahn 2010). Apesar
dos relatos, a frequéncia destes eventos e o impacto para a evolucdo do virus e para o
desenvolvimento da patogenia ainda estdo sendo estudados (Trivedi 2010).

O HIV-1, especificamente, se originou através do contato interespécies entre
humanos-chimpanzés e humanos-gorilas na regido centro-ocidental da Africa (Gao et al.
1999; D’arc et al. 2015). Através de eventos de transmissao, o virus parece ter cruzado a
barreira entre espécies algumas vezes e em quatro ocasifes foi capaz de se estabelecer
no organismo humano em niveis suficientes para se tornar detectavel e transmissivel
(Gao et al. 1999; Sharp et al. 2001; Kalish et al. 2005; Wertheim and Worobey 2009;
Sharp et al. 2010; Trivedi 2010). Essas efetivas passagens geraram quatro grupos
filogeneticamente relacionados de HIV-1, denominados M (major), N (new), O (outlier)
e P (Charneau et al. 1994; Simon et al. 1998; Gao et al. 1999; Nau et al. 2009; Hemelaar
et al. 2011; Faria et al. 2014).

Os grupos M e N do HIV-1 sdo filogeneticamente relacionados e muito
provavelmente originaram-se de eventos de transmissdo independentes do SIV
infectante de chimpanzés da espécie Pan troglodytes troglodytes (SIVcpzPtt) para
humanos na Africa Central (Gao et al. 1999; Bailes et al. 2003). Os grupos O e P estéo

intimamente relacionados ao SIV circulante na populagdo de gorilas (SIVgor) e muito



provavelmente surgiram a partir da transmissao gorila-humano (Nau et al. 2009; D’arc
et al. 2015). O fato de os virus de simios terem sido transmitidos & outra espécie em
inimeras ocasifes ndo é surpreendente devido ao contato préximo entre macacos e
humanos em algumas regides na Africa, seja como animais de estimagdo ou mesmo
como caca (Bibollet-Ruche et al. 2004; Kalish et al. 2005; Keele et al. 2006).

Apesar de um local de origem relacionado, os grupos filogenéticos do HIV-1 se
disseminaram de forma diferente ao redor do mundo (Vidal et al. 2000; Berry et al.
2001; Rambaut et al. 2004; Kalish et al. 2004; Vallari et al. 2010). Enquanto os virus
dos grupos N, O e P sdo restritos principalmente a Camardes e seus paises vizinhos, o
grupo M foi capaz de estabelecer uma pandemia e hoje é responsavel pela grande
maioria das infec¢bes por HIV, afetando globalmente aproximadamente 35 milhGes de
pessoas (Gurtler et al. 1996; Nau et al. 2009; Vallari et al. 2010; Delaugerre et al. 2011,
GHO 2013). A diferenca na propagacao dos virus de diferentes grupos do HIV-1 pode
estar relacionada a variagdes na proteina viral Vpu. Enquanto nos virus do grupo M esta
proteina, ao longo do processo evolutivo, se tornou um antagonista totalmente funcional
dos fatores de restricdo intracelulares humanos, especialmente de teterinas, nos demais
grupos, esta proteina seria incapaz de inibir eficazmente estes fatores e criaria uma
barreira para a disseminacao efetiva dos virus na populacdo humana (Sauter et al. 2009).
Adicionalmente, a disseminacdo diferencial dos grupos de HIV-1 pode ter sido uma
consequéncia de eventos aleatorios que impediram a entrada do virus em uma
populacéo suficientemente propicia para a expansao da populacéo viral.

Ap0s a transmissdo do SIVcpzPtt de chimpanzés para humanos no centro-sul de
Camardes (Keele et al. 2006), o grupo M provavelmente se expandiu em Kinshasa,
capital da Republica Democrética do Congo, por volta de 1920 (1909-1930) (Faria et al.

2014). A mudanca comportamental das profissionais do sexo na regido, o crescimento



urbano e a mobilidade humana através das ligacOes ferroviarias tiveram um papel
fundamental na propagacdo inicial do virus. O crescimento exponencial da populagdo
viral em conjunto com as altas taxas de mutacdo e as elevadas taxas de replicacdo do
HIV no hospedeiro humano permitiram a geracdo de extrema variabilidade genética no
virus (Vidal et al. 2000; Worobey et al. 2008). Em conjunto, estes fatores explicam a
diversificacdo do grupo M em variantes virais geneticamente distintas (denominadas
subtipos) e formas geneticamente recombinantes.

Atualmente, a epidemia do grupo M é composta por nove subtipos (A, B, C, D,
F, G, H, J, e K) e mais de 65 formas circulantes recombinantes (http: //www:.hiv.lanl
.gov / content / sequiéncia / HIV / CRFs / CRFs.html). A alta variacdo genética
intrasubtipo, em alguns casos, levou a identificacdo de sub-subtipos. O subtipo A é
filogeneticamente dividido em Al, A2, A3, A4, A5 e A6 enquanto que o subtipo F é
classificado em F1 e F2 (Lihana et al. 2012). A Africa, por tratar-se do local de origem,
é o0 continente com a maior diversidade de grupos e subtipos do HIV-1 (Figura 1.1). O
subtipo C, responsavel por metade das infec¢bes por HIV no mundo, é predominante no
sul e no leste do continente, além de ter grande prevaléncia na india (Hemelaar et al.
2011). Infecgdes pelos subtipos A, D, F, G, H, J, K e ainda pelo CRFO1_AE e
CRF02_AG séo também descritas na regido (Taylor et al. 2008).

Nas Américas, 0 subtipo B circula predominantemente na regido e,
especificamente na América do Sul, o subtipo F e recombinantes BF possuem grande
importancia epidemioldgica (Figura 1.2) (Russell et al. 2000; Nadai et al. 2009; Mehta
et al. 2010). Outros subtipos e formas circulantes recombinantes como o CRF12_BF,
URFs BF, subtipo A e 0 CRF02_AG ja foram também notificados na regido (Thomson
et al. 2002; Hierholzer et al. 2002; Carrion et al. 2003; Aulicino et al. 2005; Leal et al.

2007; Bello et al. 2010). Recentemente, o subtipo C tem se disseminado pela regiéo sul



da América do Sul e propiciado o surgimento de recombinantes BC (Brigido et al. 2007;
Bello et al. 2008; Fontella et al. 2008). América Central e Caribe possuem também uma
epidemia baseada na circulagdo do subtipo B, além de abrigar menor quantidade dos
subtipos C, D, F, G, H e J (Osmanov et al. 2002; Cuevas et al. 2002; Hemelaar et al.

2011).

A OY
Ep EK ‘
8C BCRF01_AE!
0D BCRF02_AG
OF BCRF03_AB
B G ®QOther CRFs
BH BURFs

Figura 1.1. Distribuicdo regional dos subtipos do HIV-1 e suas formas recombinantes. Fonte: Hemelaar,

2011 (40).

As epidemias da Europa Oriental e da Europa Ocidental parecem diferir e
abrigar diferentes subtipos de HIV-1. A epidemia da Europa Ocidental, assim como as
Américas e a Oceania, € composta principalmente pelo subtipo B (88% das infeccgdes).
O restante das infec¢des é dividido pelos subtipos C, A, G e pela forma recombinante
CRF02_AG. Na Europa Oriental e na Asia Central, porém, 79% das infeccdes sdo
causadas pelo subtipo A e apenas 15% pelo subtipo B. Além disso, esta regido é a Unica

no mundo onde o CRF03_AB parece circular significativamente. Finalmente, a Asia



parece ser epidemiologicamente dominada pelo CRFO1_AE e em menores quantidades
circulam o subtipo B e diversos recombinantes, em especial as formas CRF07_BC e

CRF08_BC (Hemelaar et al. 2011; Abecasis et al. 2013; Ye et al. 2014).

Colombia

A

%

Brasil

Peru

[ HIV-1 Subtipo B
[ HIV-1 Subtipo C
[ HIV-1 Subtipo F
HIV-1 Formas Recombinantes

Uruguai

Argentina

Figura 1.2. Epidemiologia Molecular do HIV-1 na América do Sul. Os diagramas mostram as
porcentagens dos subtipos circulantes em cada pais. As porcentagens referentes ao Equador, Peru,
Bolivia, Uruguai e Argentina sdo baseadas na subtipagem das regifes Gag, Pol, Int e Env (Hierholzer et
al. 2002). Para Brasil (Bongertz et al. 2000) e Chile (Rios et al. 2005) as porcentagens sao referentes a
analise da regido Env. Para a Venezuela os dados de subtipagem foram obtidos de Pol, Env, Vif ou Nef
(Rangel et al. 2009). Para a Coldmbia os dados sdo resultados de andlise da regio Pol (Sanchez et al.
2006). Para as &reas destacadas em cinza ndo foram apresentados dados de epidemiologia molecular do

HIV-1.

19



Durante 60 anos, o HIV-1 se espalhou silenciosamente entre a populacéo
humana. Os primeiros casos de infeccdo por HIV s6 foram notificados em 1981, nos
Estados Unidos, em um grupo de jovens gays que apresentavam grave deficiéncia
imunoldgica (Gottlieb et al. 1981). A notificagdo foi seguida por um numero crescente
de casos que, mais tarde, foram relacionados a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida (Prusiner 2002). A relacdo entre aids e seu agente etioldgico, o HIV, s6 foi
resolvida em 1983, por um grupo de pesquisadores coordenador pelo Dr. Luc
Montagnier, no Instituto Pasteur (Franca), e pela equipe do Dr. Robert Gallo, no
Instituto Nacional de Saude (Estados Unidos) (Barré-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al.

1983).

1.3 Subtipo B:

O HIV-1 grupo M subtipo B (HIV-1B) teve um papel importante para a historia
da epidemia de HIV/aids. Além de ser a forma genética viral mais disseminada no
mundo, as amostras isoladas por Gallo, Montagnier e colaboradores para identificar o
agente causador da aids eram quasispecies do virus relacionadas ao subtipo B. Como
primeiro clado a ser identificado e caracterizado, tornou-se um modelo para estudos e
hoje parece ser o subtipo mais estudado no mundo inteiro (Leitner 1996). A maioria dos
medicamentos antirretrovirais, utilizados atualmente, foi concebida através de
experimentos cujo modelo viral é baseado no HIV-1B. De forma semelhante, diversos
experimentos in vitro, incluindo modelos de infeccdo, sdo também primariamente
derivados desta variante (Parkin and Schapiro 2004; Santos et al. 2008).

Evidéncias filogenéticas e histdricas sugerem que o subtipo B surgiu como uma
linhagem viral ap6s a disseminacio do HIV-1 a partir da Africa (Gilbert et al. 2007). O

ancestral comum do subtipo B foi originado provavelmente em Kinshasa e ja circulava



nesta regido na metade da década de 1940 (Faria et al. 2014). A partir da Africa, este
subtipo emergiu nas ilhas do Caribe, por volta de 1966, introduzido por emigrantes
Haitianos que retornavam da regido do Congo (Gilbert et al. 2007; Junqueira et al.
2011). A expansdo da epidemia local envolveu a disseminagdo do virus para diferentes
ilhas na regido a partir da epidemia instaurada no Haiti (Junqueira et al. 2011; Pagéan
and Holguin 2013; Cabello et al. 2014; Cabello et al. 2015). Estudos recentes sugerem
que Vvérias linhagens emergiram deste pais e foram disseminadas para outros paises do
Caribe e da América Latina, onde, puderam estabelecer epidemias locais efetivas
(Cabello et al. 2014; Cabello et al. 2015). Ainda hoje, varios paises apresentam uma
epidemia composta primariamente por estas linhagens (Cabello et al. 2015).
Historicamente, do Caribe, o virus foi introduzido diretamente na populacéo dos
Estados Unidos por volta de 1969 (Gilbert et al. 2007). A conexdo direta Haiti-EUA
mudou a epidemia e aumentou exponencialmente o nimero de novos casos de infecgdo
pelo virus. A circulacdo do HIV-1B em um grupo com comportamento de alto risco
com altas taxas de trocas de parceiros, como usuarios de drogas injetaveis ou grupos
homossexuais, pode explicar o éxito da epidemia instaurada neste pais (Pape et al. 1983;
Kuiken et al. 2000). As extensas relagdes internacionais entre paises (especialmente
através do trafego aéreo) foram fundamentais para a disseminacdo do HIV-1B para além
dos limites da America e, potencialmente refletem o elevado grau de conexdo de uma
sociedade globalizada (Perrin et al. 2003). A partir dos Estados Unidos, o virus foi
disseminado para diferentes partes do mundo, incluindo Oceania, Asia, Europa,
America Latina e Caribe (Gilbert et al. 2007). Atualmente, o HIV-1B é responsavel por

aproximadamente 11% de todas as infec¢des por HIV ao redor do mundo.



1.4 Subtipo B no Brasil:

Dados filogenéticos sugerem que o HIV-1B foi introduzido na América do Sul, a
partir de virus circulantes na América do Norte e no Caribe, em meados da década de
1960 (Gilbert et al. 2007; Junqueira et al. 2011). No Brasil, o virus emergiu atraves de
diferentes entradas, provavelmente entre os anos de 1965 e 1970, de forma semelhante a
origem das epidemias de regides desenvolvidas, como Estados Unidos e Europa (Bello
et al. 2007). A uniformidade nas datas de origem de diferentes epidemias do HIV-1B ao
redor do mundo sugere a disseminacdo concomitante do virus para diferentes paises a
partir de um mesmo foco, provavelmente nos Estados Unidos (Gilbert et al. 2007).

O epicentro da epidemia no Brasil se deu provavelmente na regido sudeste, ja
que as primeiras notificacdes de aids dentro do pais ocorreram nestes municipios,
especialmente Sdo Paulo e Rio de Janeiro (Ministério da Sadde et al. 2005). Dados
epidemioldgicos, revelam que 89% dos casos de aids notificados no Brasil até 1985,
haviam sido detectados em municipios da regido sudeste e analises retrospectivas
demonstram que os primeiros casos da infeccdo ocorreram no inicio da década de 1980
na mesma regido. Em conjunto, estes elementos sugerem que a introducdo inicial do
HIV-1B na populacdo brasileira ocorreu através da regido sudeste, em algum momento
antes de 1980 (Ministério da Saude et al. 2005; Bello et al. 2006).

Apo6s a introducdo, provavelmente em grupos de transmissdo altamente
interligados, a epidemia do HIV-1B cresceu exponencialmente nos primeiros anos. Na
metade da década de 1980, no entanto, verifica-se uma queda no nimero de novas
infeccdes e a epidemia desacelera seu crescimento (Bello et al. 2006; Bello et al. 2007).
Este padrdo pode ser explicado pela mudanca no comportamento sexual da populagdo
ou pela saturacdo das principais cadeias de transmissdo difusoras do virus no pais

(Blower 1991; Levi and Vitdria 2002). As altas taxas de crescimento descritas para o



subtipo B podem ser atribuidas a introducéo do virus em individuos HSH e redes de
usuarios de drogas injetaveis, em especial durante os primeiros anos da epidemia (Bello
et al. 2007).

Estudos moleculares tém mostrado ao menos duas linhagens geneticamente
distintas de subtipo B circulando no Brasil, de acordo com a regido V3 do genoma viral
(Morgado et al. 1994). Nos paises da Europa e da América do Norte, é notavel a
prevaléncia de linhagens do HIV-1B que apresentam o motivo GPGR no topo da alga
V3 (regido responsavel pela interagdo com as proteinas humanas no momento da
infecgdo), enquanto em outros paises como Brasil, China, Franga, Republica Tcheca,
Filipinas e Cuba estudos epidemiolégicos tém detectado a variante GWGR (Potts et al.
1993; Louwagie et al. 1994; Morgado et al. 1994; Carr et al. 1998; Morgado et al. 1998;
Casseb et al. 1998; Junqueira et al. 2013). Essa variante é comumente identificada como
B", B-GWGR, BBr ou B brasileiro (Casseb et al. 2002; Leal et al. 2008; Arruda et al.
2011; Junqueira et al. 2013). Apesar de a variante ter sido isolada pela primeira vez no
Japdo e ser detectada em 23 paises diferentes ao redor do mundo, o Brasil possui uma
epidemia de HIV-1B com prevaléncia de B” que varia entre 17% e 50%, dependendo do
estado analisado (Casseb et al. 1998; Leal and Villanova 2010; Araujo et al. 2010;
Franca et al. 2011; Junqueira et al. 2013). Estes dados de prevaléncia sugerem que 0
Brasil atuou como local de origem da variante B", mas sua origem monofilética no pais
ainda é alvo de continua discussdo na literatura (Covas et al. 1998; Bello et al. 2007;
Diaz et al. 2008; Leal and Villanova 2010). Diversos estudos tém tentado desvendar as
condic@es iniciais da epidemia e consideraram diferentes cenarios para explicar a
origem e disseminacdo da variante na populacdo humana (Bello et al. 2007; Pinto et al.

2008; Diaz et al. 2008; Leal and Villanova 2010).



A presenca do triptofano (W) na segunda posi¢do do tetrapeptideo parece afetar
a eficécia na neutralizacdo do virus pelo sistema imune (Casseb et al. 2004). O motivo
GWGR, desta forma, aumentaria a avidez dos anticorpos pela regido V3 nas proteinas
virais, inibindo a infeccdo de novas células e contribuindo para a progressdo mais lenta
da doenca em comparacdo com a infeccdo pela variante B-GPGR (Casseb et al. 2004;
Brito et al. 2006). Os pacientes infectados com esta variante tendem a ter uma
progressao mais lenta para a aids, contagem de células T-CD4+ superior e menor carga
viral (Santoro-lopes et al. 2000; Brito et al. 2006; Araujo et al. 2010). Ainda, estes
pacientes sdo mais propensos a sobreviver a infeccdo do que individuos portadores da
variante GPGR do subtipo B (Brito et al. 2006). Estes resultados sugerem que a
diferenca clinica na progressao para a aids pode ser associada a linhagem do HIV-1
infectante e demonstra a importancia dos estudos de epidemiologia molecular para a
compreenséo da doenca.

Apesar da relevancia epidemioldgica do subtipo B no Brasil, os subtipos F e C
sdo também detectados na epidemia instaurada no pais (Bongertz et al. 2000; Brindeiro
et al. 2003; de Medeiros et al. 2011; Almeida et al. 2012). Diversas formas
recombinantes, incluindo o CRF28 BF, CRF29 BF, CRF39 BF, CRF40 BF,
CRF31_BC, além de diversas formas recombinantes entre os subtipos B/F e B/C sdo
tambem descritos na epidemia brasileira (Guimar&es et al. 2002; Soares et al. 2003; Sa

Filho et al. 2006; Brigido et al. 2007; Guimaré&es et al. 2008).

1.5 Cadeias de Transmissao:

A diversidade genética do HIV dentro de um individuo infectado é determinada
pelas altas taxas de mutagéo e recombinacdo, pela alta taxa de replicagéo, pelo subtipo

do virus, pela pressdao do sistema imune e potencialmente pela pressdo da terapia



antirretroviral (Wilbe 2004). Como consequéncia destes fatores, a composi¢do genética
do HIV é relativamente Unica para cada individuo infectado, mas potencialmente similar
para individuos epidemiologicamente ligados, especialmente na relacdo transmissor-
receptor. Assim, as variacdes genéticas entre as populagdes virais de cada individuo sdo
marcadores da evolucdo intrapaciente e refletem, em ultima analise, os processos
evolutivos resultantes da disseminagdo do virus (Lemey et al. 2006). Diversos estudos
tem demonstrado a utilidade de dados genéticos do HIV para a inferéncia a respeito dos
contatos entre individuos e na reconstrucdo das principais teias de transmissao
envolvidas na disseminacgdo do patégeno em determinado local. Essas teias, atualmente,
tém sido referidas como cadeias de transmissdo (Hué et al. 2005; Lewis et al. 2008;
Yerly et al. 2009; Zehender et al. 2010; Callegaro et al. 2011; Ng et al. 2013; Ragonnet-
Cronin et al. 2013; Grabowski et al. 2014).

A impossibilidade de uma amostragem completa de individuos infectados na
populacgéo e as respectivas informacdes de contato entre estes inviabiliza a aplicagéo de
métodos classicos de epidemiologia e abre espaco para a utilizacdo de modernas
técnicas moleculares. As analises filogenéticas, neste sentido, fornecem um método
Unico para capturar 0s processos genéticos intrinsecamente envolvidos na disseminagéo
do HIV entre diferentes individuos (Lemey et al. 2003; Dean et al. 2005; Brenner et al.
2007; Lewis et al. 2008; Salemi et al. 2008; Guimardes et al. 2009; Gray et al. 2009; de
Oliveira et al. 2010; Leigh Brown et al. 2011; Junqueira et al. 2011; Brenner and
Wainberg 2013; Faria et al. 2014; Cabello et al. 2015). Aliadas a informacdes clinicas e
sociodemograficas, as analises filogeneéticas, recentemente, tornaram-se importantes
ferramentas na identificacdo das cadeias de transmissdo existentes na epidemia de HIV
(Brenner et al. 2007; Lewis et al. 2008; Yerly et al. 2009; Chalmet et al. 2010; Rieder et

al. 2010; Callegaro et al. 2011). O método permite a identificacdo de pacientes



epidemiologicamente relacionados através da andlise das relagbes genéticas entre as
sequéncias de nucleotideos do virus (Prosperi et al. 2011; Ragonnet-Cronin et al. 2013).
Ao mesmo tempo em que as altas taxas de mutagdo e a extrema diversidade genética
sdo um obstaculo para o desenvolvimento de vacinas e drogas antivirais, a diversidade
acumulada ao longo dos anos nos genomas Virais possibilita a reconstrucdo historica da
expansdo da epidemia e o entendimento da dindmica de transmissdo entre hospedeiros
(Rambaut et al. 2004; Grabowski and Redd 2014).

Umas das principais dificuldades relacionadas a analise de sequéncias para
identificacdo das relagdes epidemioldgicas é a falta de uma metodologia consenso,
particularmente quando consideradas filogenias que incluem um grande nimero de
amostras (Chalmet et al. 2010; Prosperi et al. 2011). Cadeias de transmissdo tém sido
associadas a subclados filogenéticos, delimitados por um determinado nimero de
individuos (de 2 a mais de 10 pacientes) e pelo grau de confiabilidade na identificacéo
dos clados (comumente bootstrap ou probabilidade posterior) (Brenner et al. 2007;
Lewis et al. 2008; Hué et al. 2009; Yerly et al. 2009; Hughes et al. 2009; Kouyos et al.
2010; Ragonnet-cronin et al. 2010; Audelin et al. 2013; Bezemer et al. 2014). Alguns
autores, além da observacdo do valor de confianca dos clados, levam em consideracéao a
diversidade genética dentro do grupo de transmissdo (Prosperi et al. 2011; Ragonnet-
Cronin et al. 2013). Restricdes geogréaficas e distancias patristicas foram também
adicionadas como fatores capazes de definir estas relagdes (Prosperi et al. 2011). Uma
provavel explicacdo para a incerteza na definicdo metodologica e formal a respeito do
agrupamento de amostras em cadeias de transmissdo é provavelmente relacionada a
extensdo e heterogeneidade de amostragem dos diferentes estudos realizados até o
momento (Lewis et al. 2008; Yerly et al. 2009; Zehender et al. 2010). Recentemente,

em um extenso estudo sobre a disseminacdo de HIV pelo mundo, os autores inovaram e



propuseram a utilizacdo de networks para avaliar as transmissdes do virus entre os
individuos (Wertheim et al. 2014).

As caracteristicas das cadeias de transmissdo afetam diretamente a dindmica da
infeccdo e prevaléncia da doenga em uma determinada populacdo (Eames and Keeling
2004). Fatores como geografia, modo de transmissao fatores de risco podem influenciar
nos parametros das filogenias (Pybus and Rambaut 2009). Além disso, recentemente,
foi demonstrado que os diferentes padrdes de transmissdo podem também afetar a
estrutura (topologia) de filogenias (Colijn and Gardy 2014). Embora as transmissoes de
HIV ocorram preferencialmente entre individuos pertencentes a uma mesma categoria
de exposicao (heterossexual, homossexual e usuario de droga injetavel), interacdes entre
grupos pode desempenhar um importante papel na disseminacdo da epidemia (Lewis et
al. 2008; Kouyos et al. 2010; Pennings et al. 2014). Adicionalmente, a complexidade no
estudo da dindmica das doencas infecciosas emerge da complexa rede de migracgdes
estabelecidas pela populacdo humana (Perrin et al. 2003; Kouyos et al. 2010). Assim, a
identificacdo eficiente de grupos epidemiologicamente relacionados (relacdo geografica
ou de exposi¢édo) pode ser fundamental para desvendar as principais teias propulsoras da
epidemia e permite revelar diferentes informacgdes de interesse para saude publica,
incluindo a transmissdo de mutacdes de resisténcia, principais grupos expostos e, até
mesmo, pontos geograficos importantes na disperséo (Yerly et al. 2009; Chalmet et al.

2010; Rieder et al. 2010; Mehta et al. 2010).



2.1 Objetivo Geral:

Caracterizar epidemiologicamente a dindmica de transmissdo e

disseminagéo do HIV-1 subtipo B.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1. Caracterizar historicamente a origem e disseminacdo do HIV-1 subtipo B
no mundo;

2.2.2. Caracterizar epidemiologicamente a dinamica de transmissao da linhagem
B"-GWGR do HIV-1 subtipo B circulante no Brasil;

2.2.3. Identificar e descrever os pares e cadeias de transmissao do HIV-1 subtipo
B associados ao Brasil, de maneira a atribuir a relacdo epidemioldgica entre os

diferentes estados e mesmo entre os diferentes paises da América do Sul.
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Abstract:

Human migration is one of the major processes shaping the origin and dissemination of
HIV viruses. Within HIV-1, Subtype B (HIV-1B) is the most disseminated variant and
is assumed to be the causative agent of approximately 11% of all infections around the
world. Data from phylogenetic studies revealed that HIV-1B emerged in Kinshasa,
Africa, and due to human displacement have been introduced into the Caribbean region
through Haiti in 1966. After a local dispersion, the virus was brought to the United
States via homosexual/bisexual contact around 1969. Inside the country the HIV-1B
epidemic experienced an exponential growth and became generalized in the population,
affecting not only homosexual but also heterosexual individuals and injected drug users.
Soon after, the virus was disseminated into several regions of the world establishing
successful epidemics in countries of Europe, Asia, Latin America, and Australia. Recent
studies are suggesting that in addition to this pandemic clade several lineages emerged
from Haiti and reached other Caribbean and Latin American countries as the result of
short-distance disseminations. Concomitantly, the presence of genetic variants related to
subtype B has been demonstrated in the epidemic. Until now four genetic variants are
described: subtype B’ which mainly circulates in Thailand and other Asian countries,
the Trinidadian and Tobagian variant, the GPGS variant which mainly circulates in
Korea, and finally, the GWGR variant mainly detected in Brazil. This paper reviews the
history of the HIV-1B covering its evolutionary history since the emergence and the

impact caused by this strain in the human population.



51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

Introduction:

Over the past 30 years, HIV/AIDS has evolved into a highly heterogeneous
epidemic structured in multiple sub epidemics each influenced by several variables such
as biological, behavioral, and cultural factors [1-4]. The impact of HIV-1 in the human
population is catastrophic and the numbers related to the infection reveal the need for
multisectorial efforts on different fronts to combat and reduce the number of new
infections, expand the access to health services and guarantee the access to the
antiretroviral therapy for the general population [5,6]. Today, HIV-1 affects more than
35 million individuals around the world and is actually the most important virus related
to AIDS [5].

Genetically, HIV is characterized by enormous diversification and rapidly
evolution [7,8]. The current HIV-1 pandemic is phylogenetically divided in four distinct
groups, termed M (for Main), N (for non-M/non-0), O (for outlier), and P [9-12].
Despite the innumerous theories for the emergence of HIV, each of these groups is the
result of an inadvertent cross-species transmission event of a Simian Immunodeficiency
Virus (SIV) from African primates to humans even though contundent evidences of a
direct transmission of a simian-to-human is still missing [13-17]. Species-specific
strains of SIV are divided in six different lineages and were identified in more than 30
species of African primates [18-20]. Recent studies revealed that SIV has been present
in monkeys and apes for at least 32,000 years and as in HIV, genetic recombination
seems to be an important mechanism for the generation of variability [21,22].

HIV-1 groups M and N are closely related and most likely resulted from
independent transmission events of SIV from infected chimpanzees of the subspecies
Pan troglodytes troglodytes (SIVcpz) to humans in western-central Africa [15]. It is

now confirmed that these two groups arose from geographically distinct chimpanzee



76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

populations in Cameroon [23]. Group P is very closely related to SIV infecting gorillas
(SIVgor), and is most likely resulted from gorilla-to-human transmission [11]. Finally,
group O is also related to SIVgor, but it is unclear whether gorillas were also the
immediate source of this variant and its origin remains to be identified [24-26]. The
fact that primate viruses were transmitted to humans in innumerous occasions is not
surprising due to the close contact between monkeys and humans in some regions on
Africa, whether as a pet or as a hunting [18,23,27]. Recent studies investigating current
zoonotic SIV infections in humans revealed that persons who hunt and butcher wild
non-human primates are subject to ongoing exposure and potential infection with SIV or
other primate retroviruses [27,28]. These results are alarming and of substantial
importance for global public health since simians may represent potential reservoirs for
the emergence of new lentiviral diseases in the human population.

Despite the common viral source, HIV-1 groups spread differentially throughout
the world [29-33]. Groups N, O, and P viruses are mainly restricted to Cameroon and
its neighboring countries despite the detection of some of these variants outside of this
region [11,29,34,35]. In opposition, group M established a pandemic spread and is
responsible for the great majority of all HIV infections worldwide. Currently, group M
is detected in five continents and almost 35 million people are infected worldwide [36].
Several hypotheses were formulated to explain the difference in the spread of HIV
group viruses. The most accepted theory argues that the HIV group M Vpu protein
evolved to become a fully functional antagonist of human intracellular restriction
factors. In constrast, Vpu proteins of groups O and N are unable to efficiently
antagonize these factors creating a barrier to the effective spread of these viruses into

the human population [37].
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After the transmission from chimpanzees to humans in southeastern and south
central Cameroon, group M viruses most likely spawned in Kinshasa, capital of the
Democratic Republic of Congo, around 1920 (1909-1930) [23,38] (Figure 1).
Subsequent to localized transmission in that city, the virus probably reached
neighboring cities, such as Brazzaville, Lubumbashi, and Mbuji-Mayi in less than 20
years later [38]. The changing behavior of sex workers, urban growth and human
mobility by railway connections had a fundamental role in the early spread of the virus
into its host population and may explain the linkage among these cities. During this
early phase of dissemination, group M viral population had an exponential growth
comparable to the population growth of Kinshasa. After 1960, however, the growth rate
of the viral population almost triplicates. This change in rates is most likely explained
by the introduction of the virus in a high risk group and by the exposure of individuals
to contaminated injections [38]. Such situation allowed the virus to disseminate in a
highly interconnected chain of transmission and explains the ignition of the epidemic in
Africa.

The localized dissemination of HIV-1 group M in Kinshasa and around cities
allowed the generation of striking genetical diversity [30,39]. In addition to the number
of hosts, such extreme variability is the result of the high mutation and recombination
rates of the HIV reverse transcriptase enzyme in combination with the high rates of viral
replication in the human hosts [33]. These factors together supported the diversification
of HIV-1 group M into genetically distinct viral subtypes and recombinant forms.
Currently, the HIV-1 Group M epidemic is composed of nine subtypes (A, B, C, D, F,
G, H, J and K) and more than 65 recombinant  forms
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/HIV/CRFs/CRFs.html). Within some

subtypes, the high genetic variation leaded to the classification into sub-subtypes.



125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

Subtype A has been subdivided into Al, A2, A3, A4, A5, and A6 and subtype F has
been subdivided into F1 and F2 [40,41].

Subtypes within the HIV-1 Group M have been powerful epidemiological
markers to track the course of the pandemic [30]. Despite the potential use in the
epidemiological investigation of origin and dissemination, it is not clear the role of these
genetic variants in the clinical outcome of HIV infection [42-44]. Several studies have
identified punctual differences between infections by distinct subtypes; however, due to
the great genetic diversity of both the host and the virus these questions are yet opened
to debate. There are currently suggestions in the literature that the viral subtype can
affect the transmission, the disease progression, the evolution rate, and may potentially
affect antiviral drug resistance development [45-51].

During sixty years HIV-1 has spread silently within the human population. The
first cases of HIV infection were only notified in 1981 in a group of young gay men
presenting a severe immune deficiency in the United States [52]. That report was
followed by a growing number of cases of what were later called Acquired Immune
Deficiency Syndrome (AIDS) [53]. The relationship between AIDS and its cause were
only solved in 1983 by a group of researchers coordinated by Dr. Luc Montagnier at the
Pasteur Institute (France), and the team of Dr. Robert Gallo at the National Institutes of
Health (United States) [54,55]. In 1986 at the conference of the International Committee
on the Taxonomy of Viruses the virus was officially named Human Immunodeficiency
Virus [56].

The HIV-1 Group M subtype B played an important role to the history of
HIV/AIDS epidemic. The samples isolated by Gallo, Montagnier and colleagues to
identify the causative agent of AIDS were quasispecies related to subtype B. As the first

clade to be identified and characterized, HIVV-1B has become a model for studies on the
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virus and today seems to be the most studied subtype worldwide [57]. Most current HIV
antiretroviral drugs were designed using HIV-1B and similarly, in-vitro experiments are
mainly based in such variant [58,59]. Due to the epidemiological and clinical
importance of the subtype B around the world, several studies aimed to understand the
origin and dissemination routes of this clade into the human population adding a new

piece into this epidemiological puzzle [38,60-62].

Early HIV-1 Group M Subtype B epidemic:

Phylogenetic and historical evidences suggest that subtype B arose as a viral
lineage after the spread of the HIV-1 out of Africa [61]. The common ancestor of
subtype B was originated in Kinshasa and was already circulating in the region by 1944
[38]. The initial spread of the epidemic outside Africa began around 1966 [60,61]
ignited by the returning to the home country of Haitian professionals who went to
Africa in the beginning of 1960s and worked in the Congo mainly as bureaucrats or
teachers [63,64] (Figure 1). About 4,500 Haitians were sent to Africa at that time [64].
This massive immigration back to Haiti is related to the independence of Congo, colony
of Belgium since 1908, and the subsequent political crises in that country [65,66]. This
major process of human immigration into Haiti may have introduced the virus in a new
population of a different country and effectively started the international dissemination
of HIV-1B. It is believed that the current worldwide HIV-1B pandemic resulted from
this single introduction of a few samples from Africa into the Haitian population [61]
(Figure 1).

The first case of AIDS in Haiti was only notified in 1983 [67], but retrospective
analyzes identified a hospitalized patient with AIDS symptoms in 1979 [68]. Besides

the inevitable incapacity of ascertain the sexual practices of the index cases, the initial
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dissemination of the virus into Haiti was drove with most likely predominance by men
who have had sex with other men (MSM) individuals [61,69-73]. The nature of the
epidemic has changed over time and reached heterosexual individuals and recipients of
blood transfusions inside Haiti [6]. In 1988, more than 90% of HIV infected patients
living in Haiti acquired the virus through a heterosexual route and today it is the
predominantly mode of HIV transmission [6,74]. Currently, Haiti has one of the higher
prevalence rate of HIV/AIDS in the world reaching almost 2%, but incidences have
declined around 49% recently [75].

Several outbreaks were seeded by the epidemic instaured at Haiti [60,61,76-78]
(Figure 1). Due to the geographical proximity it is assumed that the virus spread through
the Hispaniola Island (shared by the Dominican Republic and Haiti) and reached the
Dominican Republic. Previous phylogenetic studies found sequences of this two nations
intermixed with each other showing a uniform epidemic inside the island [60,76]. After
its introduction, the virus may have been spreading slowly in the Hispaniola Island,
most likely circulating in the heterosexual population [61,62,70]. Following this local
epidemic, phylogenetic and historical evidences suggest that the virus moved out of
Haiti on several independent occasions [60,62,76,78] (Figure 1).

Historically, from Haiti the virus was directly introduced into the United States
[61] (Figure 1). Reaching the North America the virus was amplified in this population
and subsequently has also established successful epidemics in Europe, Asia, Latin
America, and Australia [12,57,61]. In addition, recent studies suggest that
concomitantly to the pandemic clade, several lineages emerged from Haiti and reached
other Caribbean and Latin American countries as the result of a short-distance spread.
Due to the non epidemiological explosion caused by these strains, such lineages have

been jointly identified as a non-pandemic clade [62,76] (Figure 1).



200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

Several studies have identified genetic variants related to subtype B also
circulating in the HIV-1B epidemic (Figure 2). Today four genetic variants are
recognized and currently characterized in the epidemic: the B-Thai, the Trinidadian and
Tobagian B, the Korean B, and finally the B”-GWGR. These variants represent well-
established subclades of the HIV-1 subtype B that are circulating in specific regions

around the world [46,79-86].

HIV-1 Subtype B pandemic Clade:

From the Hispaniola Island, a single or a few lineages of HIV-1 subtype B were
carried out to the United States. The time to the most recent common ancestor of this
U.S. HIV-1 epidemic is estimated to be 1969 (1966-1972) [60,61]. However, the first
cases of AIDS inside the country were only reported in 1981 approximately twelve
years after the introduction of the virus. This silently spread may be explained by the
median time interval between infection with HIV and progression to AIDS of ten years
in this region [87]. Retrospective studies identified AIDS cases among American and
Haitian individuals living in the United States before 1981 [88-92], and the early
evidence of HIV inside the country is dated to 1977 [93].

The direct connection Haiti-USA changed the HIV-1B epidemic and
exponentially increased the number of new cases of HIV infection. In the United States,
the virus was introduced early into the MSM population. Due to the higher prevalence
of the infection in Haitian male patients (~85%) in the beginning of the epidemic, it is
commonly assumed that homosexual contacts formed the “HIV bridge” between the
two countries [68,94]. Moreover, Port-au-Prince, capital of Haiti, in the mid-1970s was
a prime destination for American gay sex tourism, especially for male homosexuals

from the New York City metropolitan area [64]. This link between Haiti-USA may have
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facilitated the direct introduction of the virus into the MSM population inside the United
States. The number of infected individuals early in the epidemic suggest no lag time in
the spread of HIV upon introduction into the country, but rather, an exponentially
growing proliferation into the susceptible population [92]. The use of injectable drugs
may also have facilitated the proliferation of the virus inside the country [14].

In the 1980s, Haitian ancestry was identified as a risk factor for AIDS along with
heroin addiction, hemophilia, and homosexuality [95]. The high number of AIDS cases
among Haitians individuals in the United States in the beginning of the epidemic
resulted in a generalized national stigmatization [96-98]. Similarly, many MSM
individuals have suffered prejudice due to the association between homosexuality and
HIV [99]. The prevalence of the infection became higher among these individuals than
among heterosexuals most likely because of the number of different sexual partners that
allows the virus to spread in higher rates [2,100,101].

There is some evidence for the importance of MSM individuals to the epidemic
in the form of the notorious “patient 0”. In March 1984, a CDC study tracking the
sexual networks of MSM individuals in several states of the United States found one
man to be the center of these transmission chains [102]. This individual was popularly
pointed as the “patient 0” of the epidemic in the United States. However, later this
theory were disproven [61].

Air travel and international relations between countries were fundamental to the
spread of HIV-1 beyond the limits of America and potentially reflects the social
connection of a globalized society [103]. This spread have been molded by a
conjunction of factors that in addition to the viral characteristics reflects the social
behavior of the human host [94]. The intense connection with other countries and the

introduction of the virus in a high-risk behavior group may explain the successfulness of
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the HIV-1B epidemic instaured at the United States. From that country the virus were
disseminated to different parts of the world including Oceania, Asia, Europe, Latin
America and the Caribbean effectively generating regional epidemics inside these

places [61] (Figure 1).

HIV-1 Subtype B in Latin America and the Caribbean:

Subtype B remains the most prevalent HIV-1 variant throughout the Latin
America and the Caribbean accounting for about 70% of infections in the region
[104,105]. Cuba seems to be an exception due to the circulation of several HIV-1
subtypes and recombinant forms [106]. The HIV epidemic in Latin America is
concentrated in and around networks of MSM individuals, although heterosexual
contact is increasing and in Caribbean/Central America is the main mode of HIV
transmission [107-110]. The Caribbean and Central American HIV-1 epidemics are
unique since subtype B is the most prevalent form in the heterosexual individuals being
fueled by commercial sex work in societies with widespread poverty [73,111]. A study
conducted in Port of Spain (capital of Trinidad and Tobago) developed an ethnographic
model that links sex between older males, younger females, crack, cocaine and sex for
money as risk factors in the heterosexual spread of HIV-1 in the region [85,112].

Between the late 1970s and early 1980s HIV-1B became widely disseminated in
the Caribbean Islands most likely via MSM contact with US foreigners [113-115]. The
HIV-1B epidemic in the Caribbean initially started in the homosexual/bisexual
community, but since then, it has moved to the heterosexual population most likely by a
“bisexual bridge”. Today the heterosexual contact is the main mode of HIV
transmission in the region [73,85]. For the rest of Latin America the largest prevalence

of HIV remains in the MSM group directly reflecting the beginning of the epidemic.
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Exceptions to this rule are Bermuda and Puerto Rico were IDUs are mainly contributing
to the spread of the virus [70,116-118].

The HIV-1B epidemic in this region seems to be the result of multiple
introductions from virus circulating in the United States [60,78,119]. Back introductions
in the Caribbean region are also suggested by previous phylogenetic analysis [60,78].
Pagan et al. (2013) indicates that the pandemic B clade was reintroduced in the
Caribbean from the US through Puerto Rico in the beginning of the 1980’s (1960-1986)
and gave rise to the HIV-1 epidemic in the region. The authors state that the current
epidemic of subtype B in the Caribbean is primarily composed of genetic variants
entirely derived from this reintroduction in the 1980s whereas the strains introduced
directly from Africa had not succeeded in establishing an epidemic in the region [78].
However, different studies have shown the presence of the non-pandemic clade (strains
circulating in the Caribbean since the introduction of the virus from Africa) in the
region and in some cases in higher prevalences than the pandemic clade (strains from
the United States) [60,62,76]. Furthermore, it seems to be highly improbable that a
simple monophyletic origin would explain the circulation of the B pandemic throughout
the Caribbean and Central America region. The real scenario most likely reflects the
existence of multiple introductions from virus circulating in different regions of the
world that maintain intensive migration/travel with the countries in the Caribbean [76].
Today, the epidemic of HIV-1B in Latin America and the Caribbean is composed of
genetic variants derived both from the pandemic clade as from the non-pandemic clade
[76]. The Cuban epidemic is an exception in the region since it is the result of multiple
introductions in the early 1990s from virus circulating in North America and Europe

reflecting an increase in the number of tourists in the region [120].
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The HIV-1B epidemic in Central America seems to be the result of a
polyphyletic origin. However, Murillo et al. (2013) found one single introduction
estimated to be at 1966 (1955-1977) accounting for most current cases. Despite the
early origin, predating the introduction of the virus in the United States these strains
seems to be related to the B pandemic clade. The narrow time interval of the sequences
used in the study to date the tMRCA of the Central American epidemic may have
underestimate the year of introduction. Four additional monophyletic clades within
different countries were detected and suggest a highly compartmentalized epidemic in
Central America [77].

South American countries and Mexico also have epidemics derived from the
United States. With the exception of the Brazilian epidemic little data was found to the
other countries of Latin America. Multiple introductions starting from the late 1960s
characterizes the current HIV-1B epidemic in Brazil [119]. The demographic pattern
where HIV was initially transmitted through homosexual intercourse and injecting drug
use is very similar to that reported for the subtype B epidemics in high-income countries

[61,119].

HIV-1 Subtype B in Europe:

Subtype B accounts for approximately 66% of the HIV-1 infections in Europe
[121]. The HIV-1B epidemic, with few exceptions, seems to be the result of multiple
introductions caused mainly by homosexual contact or needle sharing in or from virus
circulating in the United States [100,122]. Some of these introductions resulted in local
dispersion of the virus, while others lead to dead end infections [100]. Data from the
early epidemic identified that the majority of the infected male European homosexuals

had travelled to the USA where they had had contact with US homosexuals [122]. In
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addition, several infections were directly imported from the Haiti by European MSM
individuals [122]. As an exception, the epidemic in Poland seems to be the result of a
monophyletic introduction most likely trough injection drug users (IDU) networks
associated with extensive local epidemics [100].

Epidemiologically, the European continent exhibited an intriguing difference in
the distribution of HIV/AIDS cases between distinct risk groups [123]. In north—central
Europe, MSM individuals constitute the main group of infected patients (65% of aids
cases), while in southern Europe most of the cases involves IDUS [124]. It is important
to note that the epidemic among IDUS for several European countries presents a
monophyletic origin [125-129]. These data point to a non-uniform pattern of
introduction and dissemination of the virus inside Europe and with the exception of
Poland reflects a complex migratory events of the human population inside the
continent [100]. Today, the HIV-1 molecular epidemiology in Europe is still highly
stratified according to gender and risk group. Subtype B was significantly more
diagnosed in men than in women and is still proportionally higher in MSM patients than
in IDUs and in heterosexual individuals [121]. This stratification by risk group is most
likely a result from the beginning of the epidemic and may reflect the epidemiological

persistence of the founder effect.

HIV-1 Subtype B in Asia:

Despite the rapidly expanding of the epidemic among MSM individuals, Asia
has a different pattern in the HIVV-1 epidemic [130,131]. While in several other parts of
the world the HIV-1B is mainly associated to MSM infection, Asia, with some
exceptions, recently witnessed a dramatic shift in genotype distribution from subtype B

to CRFO1_AE among MSM [132-135]. A recent study suggest that a major HIV-1B
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lineage (JP.MSM.B-1) circulating among Japanese MSM individuals has been
disseminated globally causing infections in China, Canada, United States, Deutschland,
and the United Kingdom [133,136].

The HIV-1B circulation in Asia seems to be mainly imported from the epidemic
in the United States [61]. Until now no studies have yet tried to understand the origin of
the epidemic and the initial year of the HIV dissemination in the region remains
unknown. As opposed, a few studies aimed to understand the origin and dissemination
of the HIV-1B viruses specifically among MSM individuals [133,136-138]. These
studies found different dates for the viral introduction in the Asian MSM population but
all these primary links are dated to the beginning of the 1980s [136]. Ye et al. (2014)
studying samples from the general population found four different clades of the HIV-1B
circulating in China: B' (Thai-B), BJ-B (Beijing-B), Pan-B (Pandemic-B), and TW-B
(Taiwan-B), according to the origin of the sequences. These results suggest different

introduction events at different time points in the region [139].

HIV-1 Subtype B in Oceania:

The lack of molecular data for the HIV-1 epidemic in Oceania undermines the
understanding on origin and dissemination of the virus inside the continent [105].
Despite the small amount of information, there is a clear association between subtype B
and exposure through sex between men in the region [140]. Indeed, the majority of
infections are associated with homosexual-bisexual contact (78%) and as a
consequence, more men (94%) than women (6%) are infected with HIV-1 in Australia
[141]. Subtype B is the causative agent of approximately 68% of the HIV infections in

the region [141,142].
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HIV-1 Subtype B Non-pandemic Clade:

Aside from the lineage that gave rise to HIV-1B pandemic in the USA, other
secondary outbreaks emerged from the Hispaniola Island (shared by the Dominican
Republic and Haiti) and allowed the circulation of the HIV-1 subtype B in several
countries. The dispersion of the virus mainly occurred through short-distance
movements and reached countries from South America and Central America. While the
HIV-1 subtype B epidemic that started at the United States fueled the epidemic of
several other countries and became a generalized pandemic throughout the world this
local non-pandemic epidemic most likely reflects the circulation of the virus in
concentrated transmission networks in culturally related countries that in most cases
resulted in dead-end infections due to a combination of chance effects and complex
socio-ecological factors [62]. Other lineages of the non-pandemic B clade from the
Caribbean fed the epidemic of the US; however, these failed to ignite significant
outbreaks [76].

Non-pandemic strains started to spread from the Hispaniola Island in the
beginning of the 1970 and until the 1980s would have reached Trinidad and Tobago,
Jamaica, Mexico, Venezuela, Panama, Colombia, Ecuador, El Salvador, Honduras,
Suriname and Brazil [62]. The Trinidad and Tobago epidemic is derived from a
monophyletic introduction and can be viewed as a secondary hub in this epidemic
seeding tertiary outbreaks in short-distanced countries such as Jamaica, Venezuela,
Guyana, Brazil, and also a back dissemination to the Hispaniola Island. In the following
decades after the initial dissemination, Hispaniola Island HIV-1B epidemic also seeded
Suriname, Colombia, El Salvador, and Ecuador epidemics [60,62,76]. Still today several
countries present an epidemic mainly composed of strains belonging to the non-

pandemic B clade including Haiti and Dominican Republic (~75%), Jamaica (~50%),
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Trinidad and Tobago (~95%), other Lesser Antilles (~40-75%), French Guyana (~40-
50%), and Suriname (~40-50%) [62,76]. The clade is also detected at lower prevalences
(<1%-10%) in the following countries: Brazil, Colombia, Ecuador, Mexico, Panama,
Venezuela, Argentina, El Salvador, Honduras, and Peru [62]. Although the pandemic B
clade and the non-pandemic B clade would have reached the Latin America at the same
time, the pandemic clade was most likely introduced in a high-risk group increasing the

rate of transmission between different hosts, specially MSM individuals [61,62].

Subtype B Variants:

The high evolutionary rates described for HIV [33] are mainly a consequence of
the reverse transcription process [33]. Infidelity in the addition of complementary
nucleotides in reverse transcription generates insertions, deletions, duplications and
nucleotide pairing errors in the new proviral genomes [143]. The frequency of these
evolutionary processes ensures that each new virus is unique and different from their
parental genome and associated to the emergence of about 10'°-10*? different virions
per day within the same host, the large number of infected individuals and the
persistence of infection allowed the arising and expansion of the current HIV diversity
[144-148].

Due to the globally extension of the HIVV-1B epidemic and specially the strong
potential of the founder effect to evidence the genetic variation in different parts of the
world several variants of the subtype B are being noticed [80,85,149,150]. Most of them
were clearly identified by phylogenetic analysis and not necessarily by some clinical
variation on the pathogenesis of AIDS. It is accepted that the great majority of these
genetic variations arose from an ancestral pandemic subtype B disseminated out of the

United States. Of note, these pandemic strains characteristically have the GPGR motif at
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the central portion of the V3 loop in the gp120 protein [151]. Some lineages, however,
have been found circulating in specific regions worldwide with alternate signature
patterns or distinguished mutations. Four lineages of subtype B aside from the pandemic
form could efficiently establish regional epidemics and are currently identified

circulating in the HIV-1B pandemic (Figure 2).

Brazilian Subtype B: Some strains of the HIV-1 subtype B in Brazil have found to
harbour an alternate signature GWGR at the tip of the V3 loop on gp120 [149,152-156].
These strains are routinely called B”, B’-GWGR, Bbr or Brazilian B [46,156-158].
Despite B” have been first isolated in Japan and is currently notified in 23 different
countries around the world, Brazil have found this variant at frequencies ranging from
17% to 50% [79,152,155,156,159-162]. This country is accepted to be the epicentre of
the B” variant; however, the monophyly of the epidemic is a target of continuing debate
[119,162-164]. Several studies have attempted to unravel the initial conditions of the
epidemic and considered different scenarios to explain the dissemination through the
Brazilian population [79,119,162,163]

It has been previously suggested that the GWGR variant of subtype B is less
pathogenic than other HIV-1 isolates [163]. The GWGR motif seems to increase the
avidity of V3 antibodies for the virus and contributes to slower disease progression in
comparison to B-GPGR infection [165,166]. Patients infected with this variant tend to
have a slower progression to AIDS, higher CD4+ T cell counts and lower viral load
compared with patients infected with viruses harboring the GPGR motif [160,166,167].
Patients infected with B” are more likely to survive than individuals infected with the

pandemic B variant [166]. These results suggests that the clinical difference in the
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progression to AIDS can be associated to the HIV infecting strain and shows the

importance of molecular epidemiological studies to the understanding of the disease.

Korean Subtype B: In South Korea, 80% of the HIV-1 epidemic is attributed to
subtype B [168]. Based on phylogenetic analysis of nef and env genes several studies
reported that South Korean HIV epidemic is composed (~88%) of a distinct
monophyletic clade than the pandemic form of subtype B [150,168,169]. These isolates
are usually called “Korean B” (BX). In addition to the higher proportion of the amino
acid signature GPGS at the tip of the V3 loop on gp120, the clearly distinction of BX
from the pandemic B is attributed to a 32 amino acid signature pattern dispersed
throughout gp160 [150,168]. It is accepted that the higher prevalence of this variant in
the South Korean population is the result of a founder effect since BX is consistently
transmitted since it was first introduced in the country most likely from a single source
[150,170]. The introduction of HIV in the Korean population occurred a few years
before 1985 when the first case of AIDS was reported. Early in the epidemic seafarers
were assumed as the higher-risk group and with the change in the epidemic pattern
today MSM is being identified as the major high-risk group [171]. None study until now
tried to correlate the infection with BX with differences in the disease progression or

pathogenesis.

Thailand Subtype B: The B’ (B’ Thailand, Thai-B or Bb) variant was first detected in
1988 in injecting drug users (IDUs) around the golden triangle, the main illicit opium-
producing areas covering the boundaries of Myanmar, Laos, Thailand and China
[80,83,172-174]. The variant is characterized to exhibit a distinctive GPGQ motif on

the crown region of the V3 loop in addition to characteristically mutations in the V3 and
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on the pl7. In Asia, B’ variant emerged monophyletically in Thailand most likely from
the B pandemic form around 1983 (1975-1990) especially in IDU individuals [139].
The epidemic seems to have been established very fast taking about 3 years to be
transmitted all over South-East Asia [80,81,83,175]. This is consistent with findings
from earlier studies suggesting that the B’ variant is closely associated with the initial
phase of the blood-born HIV-1transmission in Asia infecting mainly IDUs and paid
blood donors [82,174]. Years later (~1991), B’ emerged in a series of HIV-1 outbreaks
among former plasma donors in Central China [174,176]. In addition to the clearly
epidemiologically importance of the B’ in the HIV-1 epidemic, this variant is also a
constituent of several different CRFs circulating in Asia: five CRFs encompassing
portions of the B’ and portions of the subtype C are circulating in China (CRF07_BC,
CRF08 BC, CRF61 BC, CRF62 BC, and CRF57_BC), two CRFs encompassing
portions of the B’ and portions of the CRFO1_AE are circulating in Thailand
(CRF15_01B and CRF34 01B), five CRFs encompassing portions of the B’ and
portions of the CRFO1_AE are circulating in Malaysia (CRF33_01B, CRF48 01B,
CRF53 01B, CRF54_01B, and CRF58 01B), one recombinant form also including
portions of the B’ and the CRFO1_ AE is dispersed throughout the Southeast Asia
(CRF52 01B) and one CRF encompassing portions of the B’, CRF01 A and C
(CRF65_cpx) is circulating in China [177-190]. Several URFs (unique recombinant

forms) involving the B’ have been described [191-194].

Trinidadian and Tobagonian Subtype B: HIV-1 Subtype B is mainly transmitted by
heterosexual contact in the Trinidad and Tobago epidemic despite the original
introduction in the MSM group in the late 1970s to early 1980s [85,111,113]. Most of

the current epidemic is explained by a single or few sources in the past [85,195].
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Examination of the V3 loop sequences of the Trinidadadian subtype B isolates suggests
the presence of a slightly different form from the pandemic B. These strains present a
signature threonine deletion just C terminal to the crown of the loop and are currently
jointly called Trinidad and Tobago Clade (B™). It seems to be a consistent feature of
the virus circulating in the region and is highly conserved among and between infected
individuals [85]. In addition, Collins-Fairclough et al. found these isolates presenting
longer and more glycosylated V2 loops, shorter V3 loops (due to T319- deletion) and
amino acid substitution R315K within V3 [195]. The fact that Trinidad and Tobago is a
twin island country and approximately 80% of the strains in the current epidemic harbor
the threonine deletion provides strong support for a founder effect in the beginning of
the epidemic. An isolate from a MSM individual infected before 1983 in Trinidad and
Tobago already presents the signature pattern. No specific demographic or
epidemiologic factor was statistically associated with the variant in this population [85].
None study until now tried to correlate the infection with B™" with differences in the

disease progression or pathogenesis.

Conclusion:

Subtype B is the most widespread HIV-1 variant and accounts for approximately
11% of all infections around the world. Thirty four years since the first cases were
detected there is still a clear association between homosexual contact and the infection
by HIV-1 subtype B in most subepidemics around the world. This segregation of
subtype by risk factor is most likely a reflection of the founder effect occurred in the
beginning of the epidemic than any reflection on viral advantage in this type of
transmission. Despite the narrow time interval since its emergence, HIV-1B established

successful epidemics in many countries from five continents and continues to expand.
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Several studies have addressed the origins and spread of the HIV-1B and tried to
understand the evolution of this pandemic through phylogenetic means. Today it seems
clear the importance of the Caribbean and the United States to the onset of the epidemic
out of Africa and how the human movements between different countries and the
change in the sexual behavior influenced in this process. The epidemic became more
complex due to the intricate migration pattern in the current world. Despite this intense
movement of the human population some genetic structure in the HIV-1B epidemic can
still be observed in different regions around the globe. In recent years the multisectorial
efforts on different fronts of the epidemic had some effect in the numbers related to
HIV/AIDS but more commitment from the global community will be necessary to

achieve the UNAIDS goal of ending the epidemic by 2030.
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Figure 1. Estimated spatial dynamics of HIV-1 Subtype B around the world. Blue
lines represent the main dissemination routes of HIV-1 subtype B pandemic form and
the main disease epicenters. The epidemic starts in the city of Kinshasa, Democratic
Republic of the Congo (Africa). Orange lines represent the direction of the B non-
pandemic lineage dissemination. Green regions demarcate the countries where a

specific lineage of the HIV-1 subtype B is circulating.
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Typical human immunodeficiency virus-1 subtype B (HIV-1B) sequences present a GPGR signature at the tip of
the variable region 3 (V3) loop, however, unusual motifs harbouring a GWGR signature have also been isolated.
Although epidemiological studies have detected this variant in approximately 17-50% of the total infections in Brazil,
the prevalence of B”-GWGR in the southernmost region of Brazil is not yet clear. This study aimed to investigate the
C2-V3 molecular diversity of the HIV-1B epidemic in southernmost Brazil. HIV-1 seropositive patients were ana-
lysed at two distinct time points in the state of Rio Grande do Sul (RS98 and RS08) and at one time point in the state
of Santa Catarina (SC08). Phylogenetic analysis classified 46 individuals in the RS98 group as HIV-1B and their mo-
lecular signatures were as follows: 26% B”-GWGR, 54% B-GPGR and 20% other motifs. In the RS0S8 group, HIV-1B
was present in 32 samples: 22% B”-GWGR, 59% B-GPGR and 19% other motifs. In the SCO8 group, 32 HIV-1B sam-
ples were found: 28% B”-GWGR, 59% B-GPGR and 13% other motifs. No association could be established between
the HIV-1B V3 signatures and exposure categories in the HIV-1B epidemic in RS. However, B-GPGR seemed to be
related to heterosexual individuals in the SC0O8 group. Our results suggest that the established B”-GWGR epidemics
in both cities have similar patterns, which is likely due to their geographical proximity and cultural relationship.

Key words: HIV - subtype B - B-GWGR - southernmost Brazil - molecular epidemiology

The third hypervariable region 3 (V3) of the human
immunodeficiency virus-1 (HIV-1) gpl120 protein con-
sists of 35 amino acids and plays an important role in
viral infection by promoting the interaction between the
virus and its co-receptor in the host membrane (Hwang
et al. 1991). Despite the recognised potential of HIV-1
to escape from neutralising antibodies through the ex-
tensive variability of its viral envelope glycoproteins,
especially gp120, it is well known that the four amino
acids at the tip of the V3 loop are subjected to strong
purifying selection pressure due to their functional im-
portance (Kwong et al. 2002, Liu et al. 2008). Although
the vast majority of HIV-1 sequences present a GPGX
signature at this position regardless of subtype, unusual
patterns have been reported around the world (Shimizu
et al. 1992, Brown et al. 1996, Kim et al. 1999, Leal &
Villanova 2010).
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Subtype B is the most geographically widespread
variant of HIV-1 (HIV-1B) (Hemelaar 2012). The pan-
demic form of subtype B, which is prevalent in Euro-
pean, American and Asian countries, is typically char-
acterised as having a GPGR motif (B-GPGR) at the tip
of the V3 loop. However, several molecular studies have
shown that various genetically and antigenically distinct
V3 motifs, which are diversified particularly at the sec-
ond position of the tetramer, co-circulate in the HIV-1B
epidemic (Shimizu et al. 1992, Morgado et al. 1994,
Candotti et al. 1999, Kim et al. 1999, Leal et al. 2008,
Franca et al. 2011). In particular, some strains have been
found to harbour an alternative signature in which the
second residue of the tetrapeptide, proline, is substituted
with tryptophan (B”-GWGR) (Potts et al. 1993, Casseb
et al. 1998, 2002, Morgado et al. 1998, Santoro-Lopes et
al. 2000, Brito et al. 2006, Araujo et al. 2010, Franca et
al. 2011). Clinical studies support the hypothesis that the
B”-GWGR motif is correlated with slower disease pro-
gression in infected patients when compared with those
infected with the B-GPGR variant (Santoro-Lopes et al.
2000, Brito et al. 2006, Araujo et al. 2010).

Brazil is accepted as the epicentre of the B”-GWGR
epidemic (Diaz et al. 2008, Pinto et al. 2008). While vi-
ruses presenting this motif are sporadically observed in
other countries, several studies in Brazil have found this
variant at frequencies ranging from 17-50% (Morgado et
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al. 1994, Casseb et al. 1998, Araujo et al. 2010, Franca et
al. 2011). Despite these results, recent findings about the
temporal trends of the B”-GWGR epidemic in this coun-
try suggest a decline in the prevalence of this variant
(Araujo et al. 2010, Franca et al. 2011). Several studies
have highlighted the complexity of the HIV-1 epidemic
in the southernmost region of Brazil, where subtype C,
subtype B and several recombinant forms have been de-
tected (Soares et al. 2003, Santos et al. 2006, de Medeiros
et al. 2011, Grif et al. 2011, Graf & Pinto 2013), but no
studies have attempted to detect B-GWGR in this re-
gion. The current extent of the B”-GWGR epidemic in
Brazil remains an unresolved question. Thus, the present
study aims to investigate the molecular diversity of the
HIV-1 subtype B epidemic in distinct exposure catego-
ries in the southernmost region of Brazil.

SUBJECTS, MATERIALS AND METHODS

The present study investigated 278 samples from
three distinct groups of HIV-1-positive individuals from
various outpatient clinics in the southernmost region
of Brazil. The first group (RS98) contained 83 blood
samples that were obtained from HIV-1-positive indi-
viduals recruited from a health reference centre in Porto
Alegre, the capital city of the state of Rio Grande do
Sul, in 1998. The second group (RS08) was comprised
of 97 samples from HIV-infected individuals that were
collected in Porto Alegre between 2005-2008. The third
group (SC08) was composed of blood samples that were
collected from 98 HIV-positive patients at follow-up
appointments at a reference centre in the city of Flori-
anopolis, the capital city of the state of Santa Catarina,
between 2004-2008. The demographic data of the pa-
tients included in this study were extracted from clinical
records or were obtained through direct interview. All
of the individuals from Porto Alegre were antiretroviral
treatment-naive, while the individuals from Florianépo-
lis were either naive or under antiretroviral therapy at
the time of blood collection. This study was approved by
the ethical committees of the institutions involved and
all patients provided written informed consent.

DNA was extracted from 200 pL of each whole blood
sample using a QIAamp DNA kit (Qiagen, CA, USA) ac-
cording to the manufacturer’s protocol. The partial C2-V3
region of the env gene (nucleotides 6921-7283, relative to
strain HXB2) was amplified by polymerase chain reac-
tion (PCR) using nested primers as previously described
(Delwart et al. 1993). The products were purified using
a PureLink PCR Purification kit (Invitrogen, CA, USA)
according to the manufacturer’s directions. The purified
DNA was sequenced using the ABI BigDye Termina-
tor v.3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction kit (Applied
Biosystems, CA, USA) and processed with an automated
ABI 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The
sequences were edited and then aligned with reference
sequences retrieved from the Los Alamos Sequence Da-
tabase using CLUSTALX (Larkin et al. 2007).

Subtypes were assigned based on maximum likeli-
hood (ML) phylogenetic reconstruction conducted on
MEGA 5 software under the GTR+G+I model of nucle-
otide substitution (Tamura et al. 2011). A bootstrap test

with 1,000 replicates was used to estimate the confi-
dence of the branching patterns of the phylogenetic tree.
The sequences were also submitted to the REGA Sub-
typing Tool of the BioAfrica Database to corroborate the
subtypes assigned by the ML analysis.

The molecular signatures of the HIV-1 subtype B
V3 loop were identified through visual inspection from
amino acid positions 15-18 (nucleotides 7158-71609, rela-
tive to strain HXB2). The typical subtype B signature
was identified as B-GPGR, whereas viruses harbouring
the alternative W (tryptophan) signature were assigned
as B”-GWGR. Assuming that the epidemiological, se-
rological and clinical differences observed between the
B and B” signatures in previous studies are accurate
(Hendry et al. 1996, Santoro-Lopes et al. 2000, Casseb
et al. 2002, Brito et al. 2006, Leal et al. 2008, Pinto et al.
2008), sequences presenting related motifs that retained
the P or W at second position of the tetrapeptide (XPXX
and XWXX) were also considered as B-GPGR or B”-
GWGR, respectively, because these most likely evolved
from an ancestral sequence containing one of these mo-
tifs (Diaz et al. 2008). Sequences depicting an amino
acid other than W or P at position 16 of the V3 loop were
evaluated separately.

Statistical comparisons between and within groups
were made using Pearson’s y*-test and Fisher’s exact
test when appropriate. The statistical analyses were per-
formed using WinPepi v.11.22 (Abramson 2004) and the
significance level was set at p < 0.05. Due to their low
frequency, the sequences harbouring amino acids other
than P or W in the second position of the V3 loop were
excluded from the statistical analyses.

RESULTS

Phylogenetic analysis of group RS98 revealed the co-
circulation of four HIV-1 subtypes: B (55%), C (39%), F1
(5%) and A (1%). Of the 46 HIV-1 subtype B samples in
RS98, 54% were typed as B-GPGR, 26% as B”-GWGR
and 20% presented an amino acid other than W or P at
position 16 of the V3 loop (Tables I, II). In this study,
B”-GWGR viruses accounted for 15% of all of the HIV
infections evaluated in Porto Alegre in 1998. Based on
their medical records, the RS98 HIV-1B-infected pa-
tients were categorised according to the route of probable
infection: heterosexual (HET) (50%), men who have sex
with men (MSM) (44%), people who inject drugs (4%)
and blood transfusion (2%). Their classification accord-
ing to gender was 70% male and 30% female (Table I).
The HIV-1B signatures according to the patients’ gender
and exposure category are shown in Table I. No associa-
tion could be established between the subtype B molecu-
lar signatures and the exposure category or gender.

Of'the 97 HIV-1 individuals in group RS08, 33% were
subtyped as B and 67% were subtyped as C. The subtype
B V3 loop signatures were as follows: 59% B-GPGR,
22% B”-GWGR and 19% other motifs (Tables I, II). In
total, B”-GWGR was observed in 8% of all of the HIV-1
infections evaluated in Porto Alegre between 2005-2008.
Regarding the exposure categories of the subtype B
samples, group RS08 showed (53%) HET (6 males and
11 females) and (31%) MSM individuals. The exposure
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category was not determined for five individuals. No sta-
tistically significant associations between the subtype B
signatures and the exposure category or gender were ob-
served for RS08. After verifying the homogeneity of the
gender and number of the individuals in each exposure
category, statistical comparison based on Pearson’s y>-
test revealed no temporal differences between the RS98
and RSO08 groups regarding the subtype B epidemic.

In group SCO8, subtype B was detected in 32 sam-
ples with a differential distribution of the molecular
signatures: 59% of the samples presented the B-GPGR
motif, 28% presented the B”-GWGR motif and 13% pre-
sented other motifs (Tables I, IT). The remaining 68%
samples were assigned as subtype C. Epidemiologically,
the B”-GWGR variant was found to be responsible for
approximately 9% of the total infections in Florianopo-
lis. Regarding the risk factors for HIV-1B infection,
72% of the patients were HET (15 females and 8 males)
and 28% were MSM. Similar distributions of the HI'V-
1B molecular signatures were observed in Porto Alegre
(RS08) and Floriandpolis (SC08) during the same time
period. A statistically significant association (p = 0.035)
was observed between the HET exposure category and
the B-GPGR variant in the SC08 group.

Nineteen samples presented 13 different motifs that
were unrelated to the B-GPGR or B”-GWGR motifs
in this analysis (9 samples from RS98, 6 samples from
RS08 and 4 from SCO08) (Table II). In addition, six motifs
that were related to the B-GPGR motif and two motifs

that were related to the B”-GWGR motif were detected.
Three samples from group RS98 exhibited unique mo-
tifs: GRGA, GRGR and RRGG.

DISCUSSION

Now present in at least 23 countries around the
world (Pinto et al. 2008, Leal & Villanova 2010), the
B”-GWGR variant of HIV-1 seems to have originated in
Brazil (Diaz et al. 2008, Pinto et al. 2008, Leal & Vil-
lanova 2010) and since its isolation in the early 1990s, it
has been widely studied in this country (Potts et al. 1993,
Louwagie et al. 1994, Casseb et al. 1998, 2002, Morgado
et al. 1998, Santoro-Lopes et al. 2000, Brito et al. 2006,
Pinto et al. 2008, Araujo et al. 2010, Franca et al. 2011).
However, the vast majority of studies concerning the B”-
GWGR motif have focused on the study of the HIV-1
epidemic in southeastern Brazil, where the prevalence
of subtype B is extremely high. In addition, information
about the B”-GWGR epidemic in other regions of Brazil
is scarce. This is the first report of the circulation of B”-
GWGR viruses in the southernmost region of Brazil.

The current study shows that B”-GWGR motif-con-
taining viruses play an important role in the HIV-1 sub-
type B epidemic in southernmost Brazil (Table I). Our
molecular analysis of HIV-1 blood samples from Porto
Alegre showed that the B”-GWGR motif was present
in approximately 24% of the subtype B samples. These
results revealed no significant difference in the distri-
bution of molecular signatures within the subtype B

TABLE I

Human immunodeficiency virus-1 subtype B variable
region 3 loop motifs frequencies according to patient’s gender and exposure category

Group RS98
(n=46)

Group RS08
n=32)

Group SC08
(n=32)

B”-GWGR B-GPGR

B”-GWGR B-GPGR

B”-GWGR B-GPGR

and related and related Other and related and related Other and related and related Other

n=12) m=25) m=9) m=7) m=19 m=6) @=9) n=19 @®m=4)
Gender [n (%)]
Male 8 (67) 17(68) 7(78)  4(57) 11 (58) 35 7 (78) 737  3(75)
Female 4 (33) 8 (32) 2222) 229 737) 2 (33) 2(22) 12(63) 1(25)
ND - - - 1 (14) 15 1(17) - - -
Exposure category [n (%)]
HET 6 (50) 12 (48)  5(56) 5(71) 8 (42) 4 (66) 4 (44) 17 (89)* 2 (50)
MSM 5(42) 13(52) 22 1 (14) 8 (42) 1 (17) 5 (56) 2(11)  2(50)
PWID 1(8) - 1 (11) - - - - - -
BT - - 1(11) - - - - - -
ND - - - 1 (14) 3 (16) 1 (17) - - -
Prevalence (within group) (%)
26 54 20 22 59 19 28 59 13

a: significant association (p = 0.035) between heterosexual (HET) individuals and B-GPGR motif infection; BT: blood transfu-
sion; MSM: men who have sex with men; ND: not declared; PWID: people who inject drugs. Values in the brackets are the rela-

tive percentages according to gender or exposure category.
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epidemic between 1998-2008 and suggest that the epi-
demic has been stable in this city since the mid-1990s.
In contrast, epidemiological studies have shown that the
prevalence of B”-GWGR has been decreasing over time
in other regions of Brazil (Hendry et al. 1996, Casseb et
al. 1998, Brito et al. 2006, Araujo et al. 2010). B>-GWGR
viruses were previously estimated (by anti-V3 serologic
assay) to account for approximately 27%, 48% and 64%
of all HIV infections from samples isolated in the 1990s
in the cities of Salvador, Rio de Janeiro and Sao Paulo,
respectively (Hendry et al. 1996). However, more recent-
ly, molecular investigations detected this motif in 18%,
23% and 34% of the investigated HIV-infected individu-
als in the same cities in the years of 2006-2010 (Araujo
etal. 2010, Arruda et al. 2011, Pimentel et al. 2011). Nev-
ertheless, the differences observed in the other Brazil-
ian regions could be related to the varied methods used
to detect the B”-GWGR variant or could be due to the

TABLE 11

Human immunodeficiency virus-1
subtype B variable region 3 (V3) motifs diversity
according to the local of sample collection and year

Studied groups

RS98 RS08 SCO08

V3 motif (n=46) =32 (=232

B-(GPGR) and related motifs

G P G R 19 14 11
G P G K 2 2 1
A P G R - 1 1
G P G S 2 - 2
G P G Q 1 - 2
A P G S - - 1
G P G G 1 2 1
B”-(GWGR) and related motifs
G W G R 8 6 7
G w R R - 1 1
A w G R 4 - 1
Other V3 motifs
A F G R - 1 -
G F G R 3 - 1
G L G R 2 1 -
A M G R - 1 -
G M G R - - 1
G Q G R - - 1
G S G R - 1 -
G T G R 1 - -
G G G R - 1 1
G v G R - 1 -
G R G A 1 - -
G R G R 1 - -
R R G G 1 - -

sampling of individuals from different exposure catego-
ries. In addition, the observed temporal difference in the
B”-GWGR epidemic could be the result of the influence
of a random effect on the local transmission networks.
However, further studies that use molecular analysis to
examine representative sample sizes that include indi-
viduals from the same gender, exposure category and
acquired immune deficiency syndrome (AIDS) progres-
sion stage are needed to assess the temporal trends of the
B”-GWGR epidemic in Brazil.

The V3 loop motifs of the viruses in the subtype B
epidemic in the city of Florianopolis (SC08) were not
significantly different from those of the epidemic in
Porto Alegre (RS08) in the same time period. Moreover,
due to the circulation of non-B subtypes in southern-
most Brazil, especially subtype C, the B-GWGR vari-
ant may be evaluated as part of the total epidemic. In
this case, B”-GWGR was responsible for 15% and 8%
of the HIV-1 infections in the years 1998 and 2005-2008
in Porto Alegre and for 9% of the HIV-1 infections in
2004-2008 in Floriandpolis. Nevertheless, these results
are not comparable with the results of other related stud-
ies because most of the other studies were performed in
states where non-B subtypes are more infrequent and
subtype B predominates (Santos et al. 2011, Alcalde et
al. 2012, Pilotto et al. 2012). Taken together, our results
suggest that the HIV-1 subtype B epidemics in Flori-
anopolis and Porto Alegre have a similar pattern (Table
I). The cultural relationship and the geographical prox-
imity of Porto Alegre and Florianopolis may have influ-
enced the dynamic of the transmission chains and could
explain the similar results within these cities (Bello et al.
2012). However, comparing the entire HIV-1 epidemic
in Southern (which consists of subtype C, subtype B and
recombinant forms) with the HIV-1 epidemic in other
states of Brazil, it seems that B’-GWGR is not as preva-
lent in the more southern states of Brazil.

Although many studies have attempted to unravel
the origin and prevalence of the B”-GWGR variant,
only one study has sought to understand the spreading
pattern of this variant and its relationship with the pa-
tient’s exposure category (Pimentel et al. 2011). A recent
study carried out in Rio de Janeiro found that the B”-
GWGR variant was most likely introduced into the local
epidemic by bisexual individuals (Pimentel et al. 2011).
Analysis of the results for the RS98 and RS08 groups re-
vealed no significant association between the exposure
category and the V3 loop motif of HIV-1 subtype B. The
lack of an association found here may be explained by
the complete intermixing of local transmission chains
(Almeida et al. 2012). Alternatively, this result may sug-
gest the inexistence of V3 loop motif stratification by
exposure category in the initial spread of HIV-1 subtype
B in Porto Alegre. Although previous results have found
a significant association (p < 0.05) between the MSM
exposure category and subtype B in the 1990s (Almeida
et al. 2012), our results suggest that there is no difference
in regard to the V3 motifs in the subtype B epidemic
in MSM and HET individuals between 1998-2008. Ana-
lysis of group SCO8 suggests that the B”-GWGR mo-
tif is also not associated with any exposure category. In
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contrast, it seems that the dissemination of B-GPGR in
Florianopolis is associated with the HET population. In
a previous study based on the pol gene, a significant dif-
ference in the subtype distribution among distinct ex-
posure categories in the HIV epidemic in Florianopolis
was observed (Gréaf et al. 2011). Together, these results
suggest the existence of limited events of transmission
between MSM and HET individuals due to a reduced
overlap of the transmission chains in Floriandpolis.

A remarkable feature of the HIV-1 epidemic in the
southernmost region of Brazil is the co-circulation of sub-
types B and C in high proportions (de Medeiros et al. 2011,
Grif et al. 2011, Almeida et al. 2012, Aratijo et al. 2012).
In addition, this region encompasses the 10 cities with the
highest AIDS incidence rates in Brazil (MS 2012). This
scenario becomes even more complex with the identifi-
cation of a co-circulating molecular variant of subtype B
that seems to have clinical particularities (Santoro-Lopes
et al. 2000, Casseb et al. 2002, Brito et al. 2006, Leal et
al. 2008). The GWGR motif seems to increase the avidity
of V3 antibodies for the virus and contributes to slower
disease progression in comparison to B-GPGR infection
(Casseb et al. 2004, Brito et al. 2006). As longer periods of
HIV-1 infection are expected for B”-GWGR-containing
viruses, the chance of HIV-1 transmission to other in-
dividuals should be greater. Consequently, an increased
number of infections caused by B”-GWGR viruses is an-
ticipated over time in Brazil. In contrast, the increase in
the avidity of V3 antibodies could contribute to a decrease
in the viral load in B”-GWGR infected patients, thereby
reducing the chances of HIV-1 transmission to new hosts
and consequently decreasing the number of infections
caused by this variant. The results presented here for the
HIV-1 epidemic in the southernmost region of Brazil
demonstrate that the number of infections caused by B”-
GWGR within the subtype B epidemic is not increasing,
but is being maintained. Several hypotheses can explain
the stabilisation of this epidemic. However, other studies
assessing behavioural as well as biological and clinical
data will be needed to answer these questions and pre-
dict the future of the HIV-1 epidemic in Brazil. Despite
the complex HIV-1 epidemic in the southernmost region
of Brazil, the frequency of B”-GWGR within subtype
B viruses is comparable to that found in other Brazilian
states. These results add another layer to the already com-
plex HIV epidemic of southernmost Brazil and highlight
the importance of surveillance studies in monitoring the
dissemination of HIV-1 variants, specifically B”-GWGR,
which seems to confer a differential clinical prognosis.
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Abstract:

The human displacement and sexual behavior are the main factors driving the
HIV-1 pandemic to the current profile. The intrinsic structure of the HIV transmission
among different individuals has valuable importance for the understanding of the
epidemic and for the public health response. The aim of this study was to characterize
the HIV-1 subtype B (HIV-1B) epidemic in South America through the identification of
transmission links and infer trends about geographical patterns and median time of
transmission between individuals. Sequences of the protease and reverse transcriptase
coding regions from 4,810 individuals were selected from GenBank. Maximum
likelihood phylogenies were inferred and submitted to ClusterPicker to identify
transmission links. Bayesian analyses were applied only for clusters including >5 dated
samples in order to estimate the median maximum inter-transmission interval. This
study analyzed sequences sampled from 12 South American countries, from individuals
of different exposure categories, under different antiretroviral profiles, and from a wide
period of time (1989-2013). Continentally, Brazil, Argentina and Venezuela were
revealed important sites for the spread of HIV-1B among countries inside South
America. Of note, about 70% of the HIV-1B infections are primarily occurring among
individuals living in the same geographic region. In addition, these transmissions seem
to occur early after the infection of an individual, taking in average 2.39 years (95% CI
1.48 - 3.30) to succeed. Homosexual/Bisexual individuals transmit the virus as quickly
as almost half time of that estimated for the general population sampled here. Public
health services can be broadly benefitted from this kind of information whether to focus
on specific programs of response to the epidemic whether as guiding of prevention

campaigns to specific risk groups.
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Introduction:

The spread of HIV-1 have been molded by a conjunction of factors that reflects
the clinic specificities of the viral infection and the social behavior of the human host
[1-3]. In addition to the long duration of the asymptomatic stage and the high
replication rate, the human sexual behavior and displacement drove the HIV-1
pandemic to the current profile [3,4]. Despite the progressive effort to control the
epidemic and the recent global developments regarding the drop in the number of new
infections [5], the statistics related to the mortality associated with AIDS are still
worrying.

Today, nearly one million individuals are infected by HIV-1 in South America
and approximately 35,000 individuals dye per year victims of the symptoms of aids [6].
A quick answer to the high mortality rate, morbidity and transmission related to HIV in
certain specific regions of the South America may require a broad and efficient
collection of data on the virus and the host [5]. Complementarily, application of robust
analysis using this demographic and clinic information can guide intensive and focused
efforts providing the maximum impact on local epidemics [7-14]. This strategic
information contributes to generate an efficient epidemic surveillance and in addition to
the prevention campaigns and the use of highly active antiretroviral therapy (HAART)
can ensure ways to benefit public health [15,16]. In this context, phylogenetic analyses
have been used to investigate the origin, spread and transmission of HIV between
individuals and can be a powerful method in the understanding of the social,
demographic and geographical issues in the epidemic [2,7,13,17-22].

Transmission clusters among HIV-infected individuals are identified here as
phylogenetic inferences of the viral transmission between different patients. Through

the genetic and evolutionary relationship these epidemiological chains allow the
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inference of social contacts between individuals and provide a way to reconstruct the
main transmission links involved in the spread of the virus in a certain place [13,23,24].
These findings improves the correlation of local HIV epidemic with transmission
pathway, drug resistance, risk behavior and cluster size and may influence the direction
focus of public campaigns to specific populations aiming to reduce the rate of
transmissions and consequently delaying the increase of new infected cases [25]. While
several countries in Europe, Asia, Africa, Australia and North America already have
impactful information about the transmission between individuals, South American
countries are clearly deficient for this kind of information [9,10,12-14,26-31].
Addressing the specific issues within local epidemics is crucial to a greatly improved in
the HIV-1 epidemic [5].

Several studies have exploited the HIV-1 high rates of mutation and its intrinsic
rapid evolution to understand the spread of the virus in a certain population of a specific
place [17,32-34]. Here we used phylogenetic analysis to identify and characterize the
transmission pairs and transmission clusters among all HIV-1 South American
sequences available in Genbank. As South America has an epidemic primarily based on

HIV-1 subtype B, all analysis were performed using pol sequences of this subtype.

Material and Methods:

Dataset Compilation:

All available HIV-1 sequences from pol gene including the protease and partial
segment of the reverse transcriptase (nucleotides 2253-3252 relative to strain HXB2)
were selected from the Los Alamos HIV Sequence Database (http://www.hiv. lanl.gov/).

Only sequences from South American countries were downloaded. Additionally,
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PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed) was used to consult all studies of HIV-
1 conducted in South American countries through the use of the search key “HIV-1
AND country” (where “country” was substituted for the name of each country in the
South America) to select sequences deposited in GenBank
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/) but not included in the Los Alamos Database.
This approach guarantees that all published sequences were selected to compose our
dataset. When available, geographical, demographic and clinical information were also
retrieved from Los Alamos or directly from the study describing the sequence. All
sequences were individually renamed and identified by a code including year and region
of sampling and, in addition, the codification included patient’s gender and exposure
category when available. Around 200 articles were revised for patient’s information.

All sequences selected were submitted to REGA Subtyping Tool v2.0 [35], and
RIP 3.0 [36] to confirm the subtype. Sequences presenting discordances in the subtype
assigned by these online tools were submitted to bootscanning analysis using Simplot
3.5.1 software [37]. For the final alignment we excluded sequences presenting
premature stop codons, replicates from the same patient, and intersubtype recombinants.

A total of 4,810 HIV-1 Subtype B pol sequences from 12 South American
countries (all South American countries except for French Guyana) were included in the
analysis. Additionally, four sequences of subtype D were used as outgroup. Sequence

alignments were generated using MUSCLE [38].

Alignments:
In order to compare the influence of convergent evolution of antiretroviral drug
resistance mutations on the transmission cluster detection, two versions of the HIV-1

subtype B dataset were built: (i) a set including complete sequences (complete set,
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1000bp), and (ii) a codon-stripped dataset (codon-stripped set) where the main sites
associated with major antiretroviral drug resistance in protease (30, 32, 46, 47, 48, 50,
54, 76, 82, 84, 88, and 90) and reverse transcriptase (41, 65, 67, 69,70, 74, 100, 101,
103, 106, 115, 138, 151, 181, 184, 188, 190, 210, 215, 219, and 230) were excluded,
resulting in a 901bp alignment [39]. All alignments are available from the authors upon

request.

Identification of Transmission Clusters:

Maximum Likelihood (ML) phylogeny was inferred in RAXML [40] on the
CIPRES Science Gateway [41] incorporating the best-fitted nucleotide substitution
model (GTR+I+T) as determined in MEGAG [42]. The approximate likelihood-ratio test
(aLRT) based on Shimodaira-Hasegawa-like procedure were used to assess confidence
in topology [43]. The maximum likelihood phylogenetic tree was draw using FigTree
v1.4.2 [44].

Transmission pairs (including two individuals) and larger clusters (>3
individuals) were identified by using Cluster Picker [45] with a SH-aLRT support
threshold of >90. Different maximum pairwise genetic distances (1.0%, 1.5%, 2.0%,
2.5%, 3.0%, 3.5%, 4.0%, 4.5%, 5.0%, 5.5%, 6.0%, 6.5%, 7.0%, and 7.5%) within the
clusters were evaluated to identify a cut-off value that identifies a transmission cluster
inside the South America. Transmission links previously known from the literature (09
transmission pairs and 01 transmission triads) were used as controls for the genetic
distance evaluation [46-48]. The transmission clusters identified by Cluster Picker were
then classified in local (clusters involving sequences sampled in the same state for
Brazilian sequences or in the same country for non-Brazilian sequences), interstate

(clusters involving sequences sampled in different states within Brazil), or international
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type (clusters involving sequences sampled in different countries) according to the

sampling region of the sequences involved in the transmission cluster.

Time-scaled phylogenies:

In order to estimate the median time of HIV-1 transmission between individuals,
dated phylogenies were reconstructed using a Bayesian MCMC method implemented in
BEAST v1.8 [49]. This approach allows the inference of maximum estimates of inter-
transmission intervals in years [13,14]. Only clusters including >5 dated samples were
selected for further analysis. AIll clusters presenting these characteristics were
assembled to form a new dataset (one for complete sequences and one for codon-
stripped sequences).

The Bayesian analyses assumed an uncorrelated lognormal relaxed molecular
clock under the GTR+I+I" nucleotide substitution model and a Bayesian skyline
coalescent tree prior. Previous estimates of the evolutionary rate for subtype B were
used as normal mean prior [50]. The MCMC chain were run for 5.0 x 10® chain steps
and the convergence was evaluated in TRACER v1.5 excluding an initial 10% for burn-
in [51]. Maximum clade credibility trees (MCC) were summarized using TreeAnnotator
v1.8.0 in BEAST package after 50% of the burn-in was discarded and the resulting tree

was visualized with FigTree v.1.4.2.

Resistance Mutation Analysis:

Alignments including the complete sequences were submitted to CPR tool to
detect the presence of Surveillance Drug Resistance Mutations (SDRM) [52]. Clusters
that included sequences presenting the same antiretroviral drug resistance mutation were

submitted to an ancestral reconstruction analysis in order to understand the transmission
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of drug resistance among different individuals within a transmission group. Sequences
eligible for this analysis were compiled in a new dataset which was posteriorly
submitted to maximum likelihood phylogeny inference in PhyML program using an
online web server and incorporating the best-fitted nucleotide substitution model
(GTR+I+I"). The resulting maximum likelihood tree were used to reconstruct the
ancestral nucleotide sequence of each cluster using the FastML web server software

[53].

Statistical Analysis:
Statistical comparisons between datasets were made using Pearson’s xz-test and
Fisher’s exact test when appropriate. Statistical analyses were performed using WinPepi

v.11.22 and the significance level was set at P < 0.05.

Results:

Dataset:

Among 7,600 pol sequences available in public databases, 4,810 HIV-1 subtype
B isolates from South American countries were selected to set up a dataset for the
identification of transmission pairs and transmission clusters. Twelve of the 13 South
American countries were represented in the 26 different regions included in this study.
Due to the large area occupied by Brazil in South America, samples isolated in this
country were identified by the specific state of sampling (Figure 1).

Brazil is by far the most represented country in our dataset, exhibiting 2,826
sequences (58.7%) representing 14 geographical states (Figure 1). Due to the

unavailability of the specific sampling region information in the online databases, 780
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sequences from Brazil could not have an attribution of the exact state of sampling.
Within Brazil, Sdo Paulo state encompasses almost 43% of the Brazilian sequences
included here. Argentina is the second best represented country with 1,490 sequences.
Bolivia, Ecuador, Guyana, Paraguay, Suriname, and Uruguay are misrepresented

regions with less than 10 sequences per country.

Alignments:

Traditionally, transmission clusters studies have used datasets including codon-
stripped sequences from which codons associated with major resistance in protease and
reverse transcriptase are removed [9,12,13,27,45]. As one of the goals of this study was
to evaluate the influence and transmission of drug resistance mutations in transmission
clusters, we constructed two different datasets (complete and codon-stripped datasets) to
test whether the analysis of the complete set could distort the results. Despite the
differences in the composition of sequences inside the transmission clusters identified,
all the results obtained in this study are relatively similar for both datasets, including
geographic distribution, resistance mutation and time between infections

(Supplementary Material).

Within-cluster maximum genetic distance thresholds:

We first evaluated the effect of different maximum genetic distances on cluster
identification among HIV-1 sequences from South America. The branch support
threshold was fixed at 90 (SH-aLRT) with a within-cluster maximum genetic distance
varying between 1.5% and 7.5% (using intervals of 0.5%). The number of clusters
detected increased with the genetic distance threshold, reaching a maximum at 6.5%

(Figure 2A and Figure S1). At genetic distances of 7.0% and 7.5% the number of



226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

detected clusters was smaller than for 6.5%. Beyond the within-cluster maximum
genetic distance of 4.5%, the proportion of new transmission clusters detected gradually
decreases.

In the other way, the proportion of sequences included in the clusters detected
here enlarged with the increase in the genetic distance threshold (Figure 2B and Figure
S1). At the genetic distance of 7.5%, more than 80% of the sequences analyzed here
were included in transmission clusters. These results indicate that as the maximum

genetic distance cut-off is relaxed more sequences are being added to the clusters.

Identification of transmission clusters:

Independently, each dataset was submitted to Cluster Picker to infer the main
linkages between HIV-1 infected individuals in South America. In order to understand
the HIV-1 epidemic patterns and identify the main transmission chains, transmission
pairs and transmission clusters were identified using a within-cluster maximum genetic
distance of 4.5% for all analysis. This cut-off effectively detected all transmission links

included as controls in this study and was previously used in other studies [13,14,45].

HIV-1 Subtype B transmission pairs:

A total of 506 transmission pairs identified by a SH-aLRT support threshold of
>90 and a maximum genetic distance of 4.5% were found. Around 70% of the
transmissions between two individuals inside the South America occur within the same
geographical region (Table 1 and Table S1). As expected, transmissions including
individuals from different states (within Brazil) or countries were detected to a lesser

extent (8% and 7% respectively).



250 In Brazil, our results showed that the states of Goias, S&o Paulo, and Rio de
251  Janeiro seem to be important sites of interstate transmissions in absolute number of
252  links (Table S2). These states presented the highest number of interstate links in our
253  analysis. In addition, Sdo Paulo, and Rio de Janeiro are the main sites within Brazil to
254  link the epidemic with other South American countries. Together with Brazil, Argentina
255  also plays an important role in the HIV-1 subtype B epidemic among countries inside
256  the continent (Figure 1 and Table S2).

257

258  HIV-1 Subtype B transmission clusters (>3 individuals):

259 We found 163 transmission clusters including more than 2 individuals (Table 1
260 and Table S1). On average, 66% of the groups including more than three individuals are
261  reflecting local transmissions, corroborating our findings for local transmission pairs. In
262  addition, around 15% of the clusters are linking individuals from different states, and 7%
263  represent infections linked by international contacts.

264 Analysis of the interstate links within Brazil pointed So Paulo, Goias, Rio de
265  Janeiro, Mato Grosso, and Parana as important sites of transmission inside the country
266  (Figure 1 and Table S2). Within Brazil, Sdo Paulo is an important site of HIV
267  dissemination to other countries inside South America and in opposition to our results
268  of transmission pairs, Rio de Janeiro had none links to countries in South America. We
269 also found Venezuela and Argentina as important sites of transmission of HIV-1B
270  among countries.

271 Only four transmission clusters linked more than seven individuals (Table 1). It
272 is important to highlight that two of these larger clusters were associated exclusively to

273  MSM transmission, and one included both MSM and heterosexual individuals. We
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verified that approximately 41% of all clusters including more than 4 individuals were

made up entirely of MSM individuals.

Dating Transmission events:

As each tip of the tree represents a single patient, the internal nodes represent the
most recent common ancestors of these infections and include at least one transmission
event. Therefore, the internode intervals are used to estimate the maximum inter-
transmission times between patients scaled by calendar years. It is important to
highlight that these time intervals are maximum estimates and the inclusion of more
individuals in the cluster would lead to shorter average transmission intervals.

We determined the average period in which these clustered transmissions
occurred for all groups including >5 individuals (95 sequences, 16 clusters) (Table 2
and Table S3). Analysis of the overall distribution of the internode intervals in South
America revealed a median of 2.39 years (95% confidence interval [CI] 1.48 -
3.30). The great majority of the transmission clusters analyzed with the Bayesian
approach were from Brazil allowing the determination of a country-specific average
transmission interval of 3.31 years (95% CI 2.63 — 3.99).

Clusters primarily composed of MSM individuals were separately analyzed in
order to calculate the average time of transmission between MSM individuals in South
America. For MSM clusters, we found a median time of transmission between

individuals of 0.97 years (6 clusters, 31 sequences, 95% CI 0 — 2.16).

Resistance Mutation Analysis:
The overall drug resistance mutation (DRM) prevalence of the samples included

in clusters was 44.1% (720/1633; 95% CI 41.7 — 46.5; Table 3). The prevalence of
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sequences presenting only drug resistance mutations against protease inhibitors (PI) was
1.53% (25/1633; 95% CI 0.94 — 2.13), against nucleoside RT inhibitors (NRTI) was
6.43% (105/1633; 95% CI 5.24 — 7.62), and against non-NRTI (NNRTI) was 3.74%
(61/1633; 95% CI 2.82 — 4.66). In addition, 170 sequences (10.4%; 95% CI 8.93 —
11.89) presented mutations that conferred resistance to the three classes of antiretroviral
drugs (PI, NRTI, and NNRTI), 171 sequences (10.5%; 95% CI 8.99 — 11.96) presented
resistance mutations against Pl and NRTI, 10 sequences (0.6%; 95% CI 0.23 — 0.99)
presented Pl and NNRTI-resistance mutations, and 178 sequences (10.9%; 95% CI 9.39
— 12.41) were identified as carrying resistance mutations against NRTI and NNRTI
(Table 3). Within protease, L90M (17.5%) was the most frequent mutation, followed by
M461 (13%), 154V (9.1%), V82A (9%), and 184V (9%) (Table S4). The revertants at
RT position 184 (M184V) were the most prevalent (18%), followed by M41L (15%),
T215Y (13%), L210W (9.7%), and D67N (9.6%) (Table S5 and Table S6). We found
400 clusters presenting samples with DRM.

We also analyzed the prevalence of DRM in the set of sequences not included in
any cluster in order to understand the influence of the clustering in the transmission of
drug resistance mutations. From 3,177 sequences not included in transmission clusters,
2,287 samples (72%; 95% CI 70.42 — 73.55) were identified as carrying drug resistance
mutations (Table 3). Due to the high prevalence of resistance mutation in this set, we
analyzed all sequences by searching for the patient antiretroviral therapy status directly
from the study describing each sequence. The great majority of the sequences not
included in any cluster (1,537 samples, 48.4%) could not have its antiretroviral status
attributed (Table S7). The remaining 1,640 sequences were categorized in three groups:
(i) sequences sampled from patients failing antiretroviral therapy (1271 samples, 40%),

(if) sequences sampled from treatment-naive patients (236 samples, 7.4%), and (iii)
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sequences sampled from antiretroviral treated individuals (133 samples, 4.2%; Table
S7). Statistical comparison revealed that clustered sequences included more samples
from treatment-naive patients and fewer samples from patients failing antiretroviral
therapy (P<0,001) than no clustered sequences. Analysis of the most frequent DRM in
protease and reverse transcriptase genes revealed a similar pattern between the
sequences not included in any cluster and those included in clusters (Tables S4, S5, and
S6).

In addition, by maximum likelihood reconstruction we examined the ancestral
states at all sites associated with drug resistance for 28 clusters including more than 3
individuals (129 total individuals) (Table S8). In all cases the reconstructed ancestral
sequence of the transmission cluster harbored the same drug resistance mutation as the
sequences within the cluster. However, the selection of the clusters to evaluate the
ancestral amino acids may create a bias in this analysis since we only chose clusters that

included more than three sequences presenting the same resistance mutation.

Discussion:

The dataset used here is the best possible approximation of the current HIV-1
epidemic in South America and reflects the great effort to select all available sequences
from public databases. Here we analyzed sequences sampled from 12 South American
countries, from individuals of different exposure categories, under different
antiretroviral profiles, and from a wide period of time (1989-2013) seeming to be one of
the first studies to mix so many samples from different patients and countries [54]. The
heterogeneity of our sequences brings a new challenge to the identification of
transmission clusters due to the difficulty in the definition and interpretation of each

cluster, but more consistently explains the general epidemic of HIV-1 subtype B (HIV-
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1B). In this sense, this study brings an innovative objective on the transmission dynamic
of HIV-1B and adds another piece in the understanding of the epidemic in South
America.

Traditionally, transmission clusters studies have analyzed pol gene to infer the
dissemination of the virus in a certain population by stripping the codons associated to
resistance mutation in order to remove the influence of convergent evolution
[13,14,45,55]. Here, we tested the influence of the dataset on the identification of
transmission clusters including or excluding the codons associated to resistance
mutation and found no statistically significant difference between the number of
transmission pairs and transmission clusters identified for both datasets. In adittion, we
found similar results for both datasets in all analyses conducted here, including
geographic distribution, resistance mutations and time interval between infections
supporting the use of the complete dataset (Tables 1, 2, 3, S1, S2, and S3).

Due to the inexistence of an established consensus methodology to identify
transmission clusters, we also tested the effect of different maximum genetic distances
on cluster identification among HIV-1 samples from South America fixing the branch
support threshold at 90 (SH-aLRT). We observed that beyond 6.5% the number of
detected clusters decreased when compared to more restrictive genetic distances (Figure
2A). In the same way, from the within-cluster maximum genetic distance of 4.5% the
proportion of new transmission clusters identified by Cluster Picker gradually decreases.
This result is expected since the inclusion of more sequences in each cluster and/or the
combination of smaller ones will allow the detection of increased size clusters. Based on
this result we judged the within-cluster maximum genetic distance of 4.5% to be
appropriate in detecting transmission clusters. This is not a permissive cut-off that will

identify every sequences of a clade with a branch support threshold >90 as a
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transmission cluster, nor a very rigorous trait that will only group very closely related
sequences. In addition, previous studies have used this cut-off for the identification of
transmission links among patients living in the same country [56].

At a genetic distance threshold of 4.5%, more than 500 individuals had a link to
one other subject (Table 1). It is important to note that the vast majority of these
infections (~70%) included individuals living in the same geographic region.
Transmission clusters involving 3 or more sequences corroborated the great importance
occupied by these local links within the South America epidemic and suggests that
HIV-1B infections primarily occur among individuals living in the same geographic
region despite the current mobility of the human populations throughout the world. This
estimative represents the minimum proportion since several sequences in our dataset
presented missing data for geographic origin. If extrapolated, this result may indicate
that in average 70% of the epidemic from a particular location in South America can be
explained only by local epidemiological trends. The remaining portion represents
interstate or international transmissions (Table 1 and Table S1). We also observed a
tendency relating geographical distance to epidemiological connection and it seems to
be more likely the linking of individuals from closest states or countries. These
estimates might be a reflection of the poor infrastructure integration relative to
accessibility to and among urban centers in the South America. The isolation of
countries and cities in South America, therefore might be viewed as potential factors
driving the strength of the local trends in the HIV-1B epidemic.

In relation to the Brazilian interstate links, the geographic distribution revealed
that Goias, S&o Paulo, Rio de Janeiro, Parana, and Mato Grosso are important sites of
transmission within this country (Figure 1 and Table S3). Demographic data from the

Official Brazilian Demographic Data Center (IBGE) shows that these states receive the
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highest number of internal migrants in the country supporting the idea that migratory
relationship between different states creates potential networks to the diffusion of HIV
in the human population (IBGE, 2010). Moreover, Sdo Paulo and Rio de Janeiro are
important sites for an international connection of the HIV-1B epidemic within Brazil
(Figure 1). Demographic data can support our results since Sdo Paulo and Rio de
Janeiro are among the states in Brazil to receive the highest number of immigrants from
other countries (IBGE, 2010).

Our results revealed that Brazil, Argentina and Venezuela are important sites for
the spread of HIV-1B within South America. Migratory patterns in the continent
revealed that these three countries are important points of attraction of significant
numbers of regional migration (IOM, 2014). Supposedly the spread of HIV-1 in South
America may be associated to the migratory pathways established by the human
population in search of economic or social change (IBGE, 2010). These results highlight
the importance of association between demographic data and epidemiological
information to construct a full scenario of the current pandemic in a certain region [57].

We also analyzed the dynamics of dissemination within clusters to infer the time
between transmissions from an individual to another. Bayesian analysis revealed an
average time period of HIV-1B transmissions within South America of 2.39 years (95%
confidence interval [CI] 1.48 - 3.30) (Table 2). Our results propose a short-term
dynamic of the epidemic among HIV infected individuals in which after approximately
2 years being infected patients will transmit the virus to other individuals. A previous
study analyzing heterosexual transmission in a group of 11,071 individuals from the
United Kingdom epidemic of HIV-1 non-B subtypes found similar results [14]. The
agreement with our findings may indicate a similar pattern in the transmission of HIV-1

irrespective of the population analyzed. This information is of utmost importance to
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understand the dynamics of infection and suggest that the early stage of infection
potentially influence the onward spread of HIV [58,59].

The identification of clusters including only MSM individuals in our results
allowed the estimation of an average time of transmission in this group of 0.97 years.
We observed that MSM individuals transmit the virus to another subject in almost half
time of that for the general population sampled here. The short time interval between
transmission can be explained by the stage of infection since during the first year of
HIV MSM individuals infection are eight times as infectious as during chronic phase
[58]. Additionally, we encountered a larger number of transmission clusters (41%)
including more than four individuals comprising only MSM individuals. It suggests a
difference in the dynamics of the epidemics in different risk groups most likely
reflecting social and sexual behavior of the human population [14]. These results should
be taken as a warning data to the public health services since the transmission of the
virus within the group is faster than for others groups and that in most countries the
population of MSM individuals is still the most affected by HIV infection [60,61].

The elevated proportion (62%) of sequences presenting drug resistance mutation
(DRM) in our dataset led us to investigate the antiretroviral therapy status of each
patient included here (Table 3 and Table S7). The vast majority of sequences assigned
for a therapy status were sampled from patients failing antiretroviral therapy (37%)
which might explain the increased prevalence of drug resistance mutations in our
sample [62—-64]. When stratifying the data, we found lower prevalence of DRM in the
set of sequences included in transmission clusters (Table 3). This result is consistent
with the decreased replication fitness of viruses harboring DRM [22,54,65]. In addition,
statistical comparisons based on Pearson’s y2-test revealed an increased number of

sequences from treatment-naive patients included in the linked transmissions suggesting
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that naive individuals might be transmitting the virus in higher rates than treated or
failing antiretroviral individuals. The reasons for this pattern may be related to
ignorance about HIV status and the high viral load characteristic of these untreated
patients.

The ancestral reconstructions within transmission clusters revealed a tendency to
the circulation of transmitted drug resistance mutations in South America since we
found all inferred ancestral sequences harboring the most prevalent mutation within
each cluster (Table S8). In addition, among the resistance mutations found in this study,
M184V (found in 38% of the sequences) and M41L (found in 28.5% of the sequences)
were the most frequent mutations found in our samples (Tables S1, S2, and S3). Both
mutations reflect resistance to NNRTI drugs e are described as the most common in
patients failing antiretroviral therapy [66].

Our results show that the HIV-1B epidemic is largely influenced by regional
trends and suggest a higher probability of HIV transmission between individuals from
the same geographic origin. This compartmentalized analysis of the epidemic (by states
or countries) and the consequent influence of local, interstate or international
transmissions had never been defined for the HIV-1 epidemic in South America. In
addition, we propose a short-term dynamics within clusters in which the mean time of
transmissions is two years. Information regarding the regional dynamic of HIV
infections allied to statistical methods may contribute to the understanding on
dissemination and expansion of new variants in certain places, including the entry of
new subtypes and the circulation of drug resistant strains. Despite the great sampling
effort our results are a direct reflection of the sequence dataset and to some extent are
limiting due to lack of patient information and even the lack of genetic information

about the HIV-1 epidemic in some regions. However, the perfect sampling is not
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required to understand the general processes responsible for the spread of the virus
within a certain region [22,67]. Therefore, investments in data collection on the virus
and the host are important factors that can achieve better inferences about the spread
and the patterns driving HIV epidemics. Public health services can be largely benefited
using this strategic information to focus on more precisely and effective HIV
programmes that can reach a great number of individuals and can help to improve the

understanding of the epidemic and the response.
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Figure 1. Geographic distribution and proportion of HIV-1 subtype B pol
sequences from South American countries. Map shows locations from where HIV-1
subtype B sequences were included in the current dataset. The proportion (green bars)
and the total number of sequences analyzed from each location is indicated. A
compilation of all sequences included in the Brazilian set and its respective state of
sampling is indicated at the table included in the figure. Black dots indicate the cities
where sequences representing the genetic variability of each country could have its

sampling region identified. Sequences from Venezuela were sampled at Caracas
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(n=213), from Colombia were sampled at Medellin (n=32) and Bogota (n=7), the
unique sequence from Bolivia was sampled at La Paz, sequences from Argentina were
sampled at Mendoza (n=2) and Buenos Aires (n=1238), and sequences from Uruguay
were sampled at Montevideo. For the rest of the countries the sequences had no
identification of sampling region. Gray-shaded areas indicate regions not included in

this study.
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Figure 2. Number of transmission clusters and clustered sequences among 4,810
HIV-1 Subtype B codon-stripped pol sequences from South America. (A) Absolute
number of transmission clusters identified using Cluster Picker with a SH-aLRT support
threshold of >90 and under different within-maximum genetic distances. (B) Absolute

number of clustered sequences under different within-cluster genetic distances.



550 Tables:
551
552 Table 1. Geographical type of HIV-1 Subtype B transmissions among clusters

553 identified within South America for the codon-stripped dataset (901bp).

Clustered Geographical Type of Number of Clusters o
Individuals Transmission Identified 0
2 Local Transmission* 392 70.6

Interstate Transmission (Brazil) 44 7.93
International Transmission 31 5.59
Unidentified 88 15.9
3 Local Transmission* 81 68.6
Interstate Transmission (Brazil) 13 11
International Transmission 6 5.08
Unidentified 18 15.3
4 Local Transmission* 28 73.7
Interstate Transmission (Brazil) 4 10.5
International Transmission 2 5.26
Unidentified 4 105
5 Local Transmission* 9 81.8
Interstate Transmission (Brazil) 1 9.09
International Transmission 1 9.09
6 Local Transmission* 1 100
7 Local Transmission* 1 50
Interstate Transmission (Brazil) 1 50
>8 Local Transmission™ 4 100
Total 729 -

554 * Transmission Clusters involving sequences sampled in the same state for Brazilian sequences or in the

555  same country for non-Brazilian sequences

556
557

558



559 Table 2. Average time of HIV-1 subtype B transmission among South American

560 individuals for the codon-stripped dataset (901bp).

Codon-Stripped Set

Number

Cluster Geographical Exposure Median Internal
Taxons Type Category Branchs (years)
1 4 Local - 6,410
2 7 Interstate  ~ HET/MSM 4.468
3 5 Local MSM 0.411
4 5 Local MSM 0.302
5 4 Local HET 2,247
6 6 Local MSM 0.394
7 5 Local MSM 1,623
8 5 International - 1,117
9 5 Local - 1,540
10 5 Local MSM 0.757
11 13 Local MSM 1,596
12 6 Local - 3,361
13 5 Local MSM 0.517
14 7 Local HET/MSM 2,970
Median 1.98 (95% CI 1.04 - 2.92)
561 Abbreviations: HET: Heterosexual individual, MSM: men who have sex with men individual
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571

572



573  Table 3. Drug resistance mutations identified among 4,810 sequences clustered or not

574  clustered in transmission clusters within South America.

wumberor - Gered Mo Suserd
Drug Resistance Sequences 2 N
Mutation (DRM) presenting DRM (n=1633) (n=3177)
Pl 64 25 1.53 39 1.23
NRTI 346 105 6.43 241 7.59
NNRTI 180 61 3.74 119 3.75
Pl + NRTI 751 171 10.5 580 18.3
Pl + NNRTI 31 10 0.61 21 0.66
NRTI + NNRTI 788 178 10.9 610 19.2
Pl + NRTI + NNRTI 847 170 10.4 677 21.3
Total 3007 720 44.1 2287 72.0

575 Abbreviations: NRTI: nucleoside reverse transcriptase inhibitor, NNRTI: non- nucleoside reverse

576 transcriptase inhibitor, PI: protease inhibitor

S77
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Figure S1. Number of transmission clusters and clustered sequences for the complete
and codon-stripped datasets among 4,810 HIV-1 Subtype B pol sequences from South
America. (A) Absolute number of transmission clusters identified with a SH-aLRT
support threshold of >90. (B) Absolute number of clustered sequences under different

within-cluster genetic distances.



604 Table S1. Geographical type of HIV-1 Subtype B transmissions among clusters

605 identified within South America for the complete dataset (1000bp).

Clustered Geographical Type of Number of Clusters o
Individuals Transmission Identified 0
2 Local Transmission** 353 69.8

Interstate Transmission (Brazil) 40* 7.91

International Transmission 34 6.72

Unidentified 79 15.6

3 Local Transmission** 69 66.3

Interstate Transmission (Brazil) 13 12.5

International Transmission 7 6.73

Unidentified 15 14.4

4 Local Transmission** 23 60.5

Interstate Transmission (Brazil) 9 23.7

International Transmission 3 7.89

Unidentified 3 7.89

5 Local Transmission** 11 78.6

Interstate Transmission (Brazil) 1 7.14

International Transmission 2 14.3

6 Local Transmission** 1 100
7 Local Transmission** - -

Interstate Transmission (Brazil) 2 100

>8 Local Transmission** 4 100
Total 669 -

606 * Higher number of insterstate links within transmission pairs than within transmission clusters (including
607  more than two individuals) (P=0.005).
608  ** Transmission Clusters involving sequences sampled in the same state for Brazilian sequences or in the

609  same country for non-Brazilian sequences

610
611
612
613

614



615 Table S2. Number of links identified for the states within Brazil involved in interstate
616 transmissions and for the countries involved in international transmissions at South

617  America (including results from transmission pairs and transmission clusters).

Number of Links with other Sequences

Geographical

Type of Region Complete pol  Codon-stripped pol
Transmission Sequences Sequences
Interstate Amazonas (AM) - 1
Espirito Santo (ES) 4 2
Goias (GO) 8 5
Minas Gerais (MG) 1 -
Mato Grosso do Sul (MS) 2 2
Mato Grosso (MT) 10 3
Parana (PR) 6 5
Rio de Janeiro (RJ) 8 3
Rio Grande do Sul (RS) 2 1
Santa Catarina (SC) 2 -
Sédo Paulo (SP) 12 8
Tocantins (TO) 3 2
Unidentified 2 2
International  Argentina 5 6
Brazil 7 4
Chile 2 2
Guiana 1 1
Peru 2 2
Paraguai 1 -
Uruguai 2 1
Venezuela 2 3
Unidentified - -
618
619
620
621
622

623



624  Table S3. Average time of HIV-1 subtype B transmission among South American

625 individuals for the complete dataset (1000bp).

Complete Set

Number

Cluster Geographical Exposure Median Internal
of Type Category Branchs (years)
Taxons
1 5 Local MSM 0.355
2 5 Local MSM 0.468
3 4 Local - 3,615
4 5 Local - 2,350
5 5 International - 6,613
6 5 Local MSM 3,987
7 5 Local MSM 0.273
8 4 International - 0.802
9 5 Local HET 2,355
10 5 Local - 2,617
11 5 Local MSM 0.239
12 6 Local MSM 0.494
13 7 Interstate - 4,035
14 7 Interstate  HET/MSM 4,161
15 9 Local HET/MSM 2,973
16 13 Local - 2,891
Median 2.39 (95% CI 1.48 - 3.30)
626 Abbreviations: HET: Heterosexual individual, MSM: men who have sex with men individual
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636

637



638  Table S4. Amino acid substitutions in HIV-1 Protease gene related to drug resistance to
639  protease inhibitors (PI) identified among 4,810 sequences clustered or not clustered in

640  transmission clusters within South America.

Clustered Not

_ Full Dataset Sequences Clustered

Pl Major (n=4,810) (n= 1,633) Sequences

Mutation ’ (n=3,177)
N % N % N %
L90M 926 17.1 214 175 712 17.0
M461 647 11.9 159 13.0 488 11.6
154V 592 10.9 112 9.14 480 114
V82A 556 10.3 109 8.89 447  10.7
184V 335 6.18 111 9.05 224 534
D30N 250 4.61 36 294 214 510
N88D 233  4.30 36 294 197  4.69
G73S 226 417 60 4.89 166 3.96
M46L 208 3.84 50 4.08 158 3.77
185V 160 2.95 42  3.43 118 281
F53L 145  2.67 29 237 116  2.76
L241 139 256 28 2.28 111 2.65
V321 138 255 39 3.8 99 2.36
147v 107 197 32 261 75 179
L76V 69 1.27 17 1.39 52 1.24
154L 62 1.14 12 0.98 50 1.19
G73T 62 1.14 13  1.06 49 117
V82T 50 0.92 11 0.90 39 0.93
V82F 50 0.92 8 0.65 42 100
150L 50 0.92 3 0.24 47  1.12
G48Vv 50 0.92 13  1.06 37 0.88
154M 47 0.87 22 1.79 25 0.60
N88S 40 0.74 11 0.90 29 0.69
N83D 34 0.63 20 1.63 14 0.33
150V 28 0.52 3 0.24 25 0.60
I54A 26 0.48 3 0.24 23 0.55
G73C 25 0.6 2 0.16 23 055
L231 24 0.4 1 0.08 23 0.55
V82S 19 0.35 6 0.49 13 031
Vv82C 15 0.28 4 0.33 11  0.26
G73A 11  0.20 3 0.24 8 0.19
V82M 9 0.17 - - 9 0.21
M461L 9 0.17 1 0.08 8 0.19
147A 9 0.17 - - 9 0.21




641

642

643

644

645

646

647

648

649

650

651

652

653

654

F53Y 9 017 2 016 7 017
V82L 8 015 2 016 6 014
V82AT 8 015 3 024 5 012
154T 8 015 3 024 5 012
154S 7 013 - - 7 017
G48M 7 013 2 016 5 012
G73AST 5 0.9 - - 5 012
G73ST 4 007 1 008 3 007
I54AV 3 006 1 008 2 005
G73AT 3 006 - - 3 007
154MV 2 004 1 008 1 002
154LV 2 0.04 - - 2 005
V82AS 1 002 - - 1 002
184A 1 002 - - 1 002
154ST 1 002 - - 1 002
154LM 1 002 1 008 - -
I54AS 1 002 - - 1 002
Total 5422 - 1226 - 4196 -




655  Table S5. Amino acid substitutions in HIV-1 Reverse transcriptase gene related to drug
656  resistance to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRT]I) identified among 4,810

657  sequences clustered or not clustered in transmission clusters within South America.

Clustered Not

_ Full Dataset Sequences Clustered

NRTI I\/!ajor (n=4,810) (n= 1,633) Sequences

Mutation ’ (n=3,177)
N % N % N %
D67G 79 0.79 18 0.87 61 0.76
M184V 1831 18.2 376 18.2 1455 18.2
L74V 293 2.92 67 3.25 226  2.83
M41L 1370 13.7 306 14.8 1064 13.3
D67N 1071 10.7 197  9.56 874 11.0
T215S 28 0.28 9 0.44 19 0.24
F116Y 98 0.98 23 112 75 094
K65R 60 0.60 11 053 49  0.61
V75M 140 1.40 21  1.02 119 1.49
K70R 698 6.96 118 5.73 580 7.27
T215Y 1229 12.2 268 13.0 961 12.1
T215F 342 341 61 2.96 281 3.52
L741 142 142 20 0.97 122 153
T69D 209 2.08 53  2.57 156 1.96
T215D 23 0.23 5 0.24 18 0.23
F77L 101 1.01 23 112 78  0.98
K219Q 354  3.53 57  2.77 297 3.72
K219N 134 134 16 0.78 118 1.48
L210W 899 8.96 200 9.70 699 8.77
Y115F 73 0.73 28 1.36 45  0.56

D67EG 1 0.01 1 0.05 - -
V75T 43  0.43 8 0.39 35 044
V75S 8 0.08 1 0.05 7 0.09
T215SY 35 035 5 0.24 30 0.38
K70E 11 0.11 2 0.10 9 0.11
K219E 298 2.97 53  2.57 245  3.07
K219R 87 0.87 31 150 56 0.70
D67E 13  0.13 4 0.19 9 0.11
T215E 2 0.02 - - 2 0.03
V75A 27  0.27 5 0.24 22 0.28
M1841V 8 0.08 1 0.05 7 0.09
T215I 41 041 9 0.44 32 040
L741V 14 0.14 6 0.29 8 0.10
T215C 22 0.22 2 0.10 20 0.25




658

659

660

661

662

663

664

665

666

667

668

669

670

671

672

M184] 25 0.25 6 0.29 19 024
Q151M 124 124 29 141 95  1.19
T215DY 2 002 1 005 1 001
T215FY 26 0.26 5 024 21 0.26
T215V 17 017 4 049 13 0.16
T215CF 2 002 1 005 1 001
T215FV 6 006 2 010 4 005
T215FS 4 0.04 - - 4 005
K219QR 2 002 1 005 1 001
K219EQ 10 0.10 - - 10 013
V75AT 7 007 1 005 6 008
T215CY 8 008 4 019 4 005
T215FIS 11 011 2 010 9 011
T215FI 6 0.06 - - 6 008
T2151V 1 001 - - 1 001
Total 10035 - 2061 - 7974 -




673  Table S6. Amino acid substitutions in HIV-1 reverse transcriptase gene related to drug
674  resistance to non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NNRTI) identified among

675 4,810 sequences clustered or not clustered in transmission clusters within South

676  America.
Not

_ Full Dataset gel (Lqﬁteenrsei Clustered

NNRTI I\_/Iajor (n=4,810) (n= 1,633) Sequences

Mutation ’ (n=3,177)
N % N % N %
190A 13 042 - - 13 054
190S 2 0.07 - - 2 0.08
225H 3 0.10 - - 3 0.12
230L 1 0.03 - - 1 0.04
G190A 450 14.7 105 16.0 345 14.3
G190AS 2 0.07 - - 2 0.08
G190E 13 042 5 0.76 8 0.33
G190S 75 244 16 244 59 245
K101E 205 6.68 37 5.63 168 6.96
K101P 57 1.86 11 1.67 46 191
K103N 1095 35.7 244  37.1 851 35.3
K103NS 18  0.59 3 0.46 15  0.62
K103S 58 1.89 8 1.22 50 2.07
L100l 165 5.37 30 457 135 5.59
M230L 32 1.04 3 0.46 29 1.20
P225H 146  4.76 25 381 121  5.01
V106A 47  1.53 7 1.07 40 1.66
\VV106M 31 101 6 0.91 25 1.04
V179F 4 0.13 - - 4 0.17
Y181C 482 15.7 115 175 367 15.2
Y181l 21 0.68 7 1.07 14  0.58
Y181V 14 0.46 3 0.46 11 0.46
Y188C 5 0.16 - - 5 0.21
Y188H 7 0.23 2 0.30 5 0.21
Y188HL 7 0.23 2 0.30 5 0.21
Y188L 117 381 28  4.26 89 3.69

Total 3070 - 657 - 2413 -

677

678



679

680

681
682

683

684

685

686

687

688

689

690

691

692

693

694

Table S7. Antiretroviral therapy (ART) status of the patients and clustering behavior of

the respective sequences.

Full Dataset Clustered Not Clustered
Patients' Antiretroviral (n=4,810) Sequences Sequences
Therapy Status (n=1,633) (n=3,177)
N % N % N %
Naive 511 10.6 275* 16.8 236 7.4
Treated 221 4.6 88 5.4 133 4.2
Failing ART 1777 36.9 506* 31 1271 40
Unidentified 2301 47.8 764  46.8 1537 484
Total 4810 - 1633 - 3177 -

*P<0.001



695

Table S8. Ancestral reconstruction analysis of the sequences included in clusters and presenting resistance drug mutations.

Number of

Resistance Mutations Analyzed

Ancestral Reconstruction*

Cluster individuals Region Type
Pl NRTI NNRTI PT RT
33 3 Chile Local - - K103N - K103N
M46l, 184V, D67N, T215F, M46l, 184V, D67N, T215F,
267 4 Venezuela Local L9OM K2190 K101P, K103N L9OM K219Q
305 5 Argentina Local - M184V K103NS - K103N
D67N, L741V, D67N, Y181C,
380 3 Argentina Local - M184V, L210W, Y181C - M184V, L210W,
T215Y T215Y
445 4 Argentina Local - MA41L, T215F - - M41L, T215F
M41L, D67N,
469 24 Argentina Local MAB, 184V, M184V, L210W, Y188L MAB, 183V, M41L, D67N
L90M L90M
T215Y
476 4 Sao Paulo Local - - K103N - K103N
V321, M46l, K65R. K70R V321, M46l, K65R, K70R,
507 3 Argentina Local 147V, 154M, Q151Ivi K219,E Y181C 147V, 154M, Q151M, Y181C,
V82A, L90M ' V82A, L90M K219E
Y115F, Q151M, Y115F, Q151M,
508 3 Venezuela Local 184V, L9OM M184V - 184V, LOOM M184V
. M41L, L210W, M41L, L90M,
510 3 Argentina Local L90OM T215Y G190A L90M L210W, T215Y
511 3 Argentina Local M46L, V82A, M41L, L210W, i M46L, V82A, M41L, L210W,
g L90M T215Y L90M T215Y
526 4 Argentina Local L90M - K103N - K103N
M41L, D67N, M41L, D67N,
. T69D, K70R, T69D, K70R,
552 3 Argentina Local - L210W, T215Y, - - L210W, T215Y,
K219Q K219Q
560 Argentina Local M461, L90M T215Y - M461, L90M T215Y
575 Argentina Local - T215SY - - T215Y
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M41L, D67N,

. M46L, 154V, M41L, D67N, M46L, 154V,
578 3 Argentina Local VE2A T215Y K103N, G190A VE2A K103S, G190A,
T215Y
. G48V, 154V, G48V, 154V,
632 3 Argentina Local V82A. L9OM M41L, T215FY - V82A. L9OM M41L, T215FY
. M41L, L74V, M41L, L74V,
642 3 Argentina Local M46L, L90M L210W, T215Y - M46L, L90M L210W, T215Y
M41L, T69D,
643 20 Argentina Local M46l, 184V M184V, T215Y, K103N - Ma1L, T69D,
T215Y
K219R
M41L, D67G, 'IIY(I;SELYDl%TC;:
648 3 Argentina Local 184V, L9OM T69D, L210W, Y181C 184V, L9OM ' !
T215Y, K219R L2, UL,
' K219R
. M461, 154V, M41L, L210W, M461, 154V, M41L, K103N,
653 3 Argentina Local V82A, L90M T215Y K103N L9OM L210W, T215Y
M46L, G48V M46L, G48V
. ' ' M41L, K70R ’ ' M41L, K70R
658 3 Argentina Local 150V, 154V, ! ' Y181C, G190A 150V, 154V, ’ !
VE2A T215FY, K219E VE2A T215F, K219E
M461, 147V, M461, 147V,
665 3 Argentina Local 154V, 184V, L741, T215Y K103N 154V, 184V, L74_||_’2|f;$3N’
L90M L90M
M46L, 147V M46L, 147V M41L, D67N
! ! M41L, D67N ' ! ' !
. 154M, L76V, ' ' 154M, L76V, T69D, L100l,
666 3 Argentina Local 184V 185V, :Il_'gstYLéé(i\é\ll\l L100I, K103N 184V 185V, K103N, L210W,
L90M ! L90M T215Y, K219N
M41L, D67N,
M41L, D67N, L74V, 101E,
668 3 Argentina Local \I\/A;'ZG A‘ ' II_%AE)\I(/I L74V, L210W, 1015’13(01)5\10’ \'\//:;'26 AE ' II_59£(1)\I</I Y181C, G190A,
' T215Y, K219R ' L210W, T215Y,
K219R
M41L, D67N, M41L, D67N,
156 3 Argentina Local - K70R, T215F, - - K70R, T215F,
K219E K219E
184 3 Brasil Interestate D30N, N88D - - D30N, N88D -

111



D67G, T69D, D67G, T69D,
206 4 Argentina Local V3%/|’82A:6|’ K70R, M184V, = VSZ\I/’BE/K'GL’ K70R, M184V,
T215F, K219Q T215F, K219Q

696  * Drug resistance mutations harbored by the reconstructed ancestral sequence which were detected in the sequences included in the cluster.
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Apo6s pouco mais de trinta anos do descobrimento do agente etioldgico da aids,
em meio a complexa e avassaladora pandemia, o Brasil estabelece um cenério voltado
para acdes de saude publica que se tornaram modelo em todo o mundo (Okie 2006).
Desde 1996, o Brasil € um pioneiro na oferta gratuita de medicamentos antirretrovirais e
no acesso a assisténcia medica e laboratorial relacionada a infec¢do (Brindeiro et al.
2003; Ministério da Salde et al. 2014). O programa beneficiou milhGes de brasileiros e
aumentou a expectativa de vida dos pacientes, além de evitar uma perda de
aproximadamente 2,2 bilhdes de dolares com custos de hospitalizacdo dos infectados
(Okie 2006). No entanto, apesar de todo o esforco para conter a epidemia e dos recentes
avancos mundiais em relacdo a queda nas taxas de incidéncia (UNAIDS 2014a), as
estatisticas brasileiras quanto ao numero de novas infeccdes e a mortalidade associada a
aids ainda sdo alarmantes (Ministério da Saude et al. 2014).

Recentemente, a epidemia de HIV/aids, apesar de ainda afetar a populacdo em
geral, tornou-se majoritariamente concentrada em grupos especificos. Nestes
individuos, a redugdo nas taxas de incidéncia, observada para a epidemia em geral, ndo
apenas no Brasil, mas em diversos paises ao redor do mundo, ainda é modesta e se
mantém alta e relativamente constante. Como tendéncia, a pandemia no mundo esta

concentrada predominantemente entre individuos de grupos historicamente associados a



infeccdo, como homens que fazem sexo com homens (HSH), profissionais do sexo (PS),
usuarios de drogas injetaveis (UDI) e transgéneros femininos (UNAIDS 2013; Beyrer et
al. 2014). No Brasil e no restante da América Latina, a epidemia é ainda especialmente
concentrada em individuos HSH, PS e transgéneros femininos (Ministério da Saude et
al. 2014). Apesar da consistente quantidade de informaces a respeito destes grupos e
da vulnerabilidade frente as altas taxas de incidéncia, curiosamente a atencao reportada
a esta parcela da populacdo é ainda limitada, incluindo, até mesmo, o baixo
direcionamento de investimentos financeiros (Aran-Matero et al. 2011).

A eficaz resposta a epidemia de HIV, enfatizando toda sua heterogeneidade e
incluindo programas ativos de prevencdo e tratamento de individuos infectados requer
ampla compreensdo de sua magnitude. Ferramentas de analises moleculares se
revelaram, recentemente, poderosos métodos para ampliar o entendimento das
dindmicas de transmissdo do HIV na epidemia e contribuir para os programas de
vigilancia ja vigentes (Volz et al. 2013; Little et al. 2014; Wertheim et al. 2014). Estes
métodos, em conjunto com dados socio-demogréaficos, geograficos e/ou clinicos, geram
condi¢cdes adequadas para caracterizar a epidemia através de uma abordagem ndo
classica. Portanto, a epidemiologia molecular surge como uma importante ferramenta
para melhor definir a dindmica do HIV na populacdo e pode direcionar o foco das
abordagens de interferéncia na epidemia.

Assim, este trabalho buscou entender a dinamica epidemioldgica de transmisséo
do HIV-1 subtipo B (HIV-1B) no Brasil através, principalmente, da caracterizagdo
molecular das transmissdes deste subtipo e de suas formas relacionadas. Estas analises
resgatam a dindmica de transmissao e disseminacao da epidemia de HIV-1B no Brasil
aliando a objetividade dos métodos de anélise filogenética e filodindmica a questdes

ligadas a satde pablica. O entendimento da dindmica de disseminacdo em nivel macro



pode beneficiar programas de prevencdo, permitindo a identificacdo dos principais
pontos de transmissdo no pais, comportamento de risco e mutacdes de resisténcia
circulantes. Estes achados poderdo, ainda, influenciar no direcionamento a publicos-
alvo especificos em campanhas publicas que visem diminuir a transmissdo e,
consequentemente, retardem o aumento de novos casos de infectados.

O entendimento da disseminac&o da epidemia a partir da Africa e a reconstrucéo
histérica das rotas de transmissdo do virus pelas diferentes populacdes sdo fatores
importantes para o entendimento da dinamica atual das infec¢des. A introducdo do HIV-
1B em determinados grupos, especialmente nos individuos HSH, no inicio da epidemia,
nos Estados Unidos, permitiu a rapida disseminacdo do virus na populacédo e repercute
no atual cenario de HIV/Aids. O impacto da introducdo do HIV-1B neste grupo, como
efeito fundador, explica a manutencdo da associacdo entre o subtipo B e a populagédo
HSH em determinadas regides do mundo. Além disso, a relacdo de determinadas
variantes do subtipo B com paises especificos sugere a manutencdo de uma dinamica
regional nas infeccdes por HIV.

Os resultados descritos neste trabalho revelam que a epidemia de HIV-1 no
Brasil e no restante da América do Sul, ao contrario de outros locais no mundo, é
primariamente influenciada por questdes locais (Yirrell et al. 1998; Fisher et al. 2010;
Wertheim et al. 2014). A analise de disseminag@o da variante B” corrobora com esta
sobreposicao das tendéncias regionais para defini¢do da epidemia de HIV ja que revelou
um padréo similar de prevaléncia desta variante no sul do Brasil, estavel ao longo de 10
anos e diferente do restante do pais. Estudos anteriores em Uganda e Reino Unido
sugerem que apenas 30% dos eventos de transmissao ocorrem localmente (Yirrell et al.
1998; Fisher et al. 2010). Da mesma forma, um recente estudo abordando a epidemia do

HIV de forma global, utilizando sequéncias disponiveis de varios paises, encontrou



resultados similares (Wertheim et al. 2014). A discrepancia destes resultados em relacao
a epidemia instaurada na América do Sul pode ser um reflexo do grau de conectividade
entre cidades, facilitando os processos migratérios humanos. Conforme revelado por
Gray et al. (2009), a epidemia de HIV em Uganda parece ter estreita relacdo com paises
vizinhos devido a extrema conexdo entre as cidades, especialmente através de rodovias.
O mesmo mecanismo de disseminacdo que garante as altas prevaléncias do virus nesta
populacdo, poderia também explicar a relacdo de sua epidemia com outros locais (Gray
et al. 2009). A mesma ldgica é valida para a epidemia do Reino Unido, um pais com
intensa relacdo social e politica com outras regifes (Segal et al. 2009). Na Ameérica do
Sul, por sua vez, o grau de conectividade entre as diferentes regiGes parece envolver
baixa nodalidade, tanto por vias terrestres, quanto por vias aéreas (Figura 6.1) (Egler
2012). O isolamento nodal das cidades da América do Sul garantiria, assim, uma
reduzida influéncia de outros locais e uma importante limitacdo local da epidemia de
HIV.

Cabe ressaltar que Brasil e Argentina sdo os paises da América do Sul que
apresentam as regiées com o maior grau de nodalidade (Figura 6.1) (Egler 2012). Estes
dados, associados aos resultados para transmissdo internacional de HIV-1B, onde Brasil
e Argentina apresentam o maior nimero de ligacdes entre individuos nas cadeias de
transmisséo, sugerem que o grau de conectividade entre os paises & um fator que afeta
diretamente a epidemia. No Brasil, os estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Parana
estdo entre os locais melhor conectados com o seu entorno (Figura 6.1). Estas
observagOes sdo validas para destacar a importante participacdo destes estados,
juntamente com Goids e Mato Grosso, nas cadeias de transmissdo interestaduais de

HIV-1B no Brasil.
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Figura 6.1. Indicadores de nodalidade da rede de cidades na América do Sul e as principais rodovias do

continente. Fonte: Egler, 2012.

A heterogeneidade da epidemia, destacada especialmente pelos grupos de
exposicao, reflete padrbes ja estabelecidos sobre a prevaléncia do virus nas diferentes
populacBes. Entre as cadeias de transmissdo encontradas neste estudo observa-se
especificamente a relevante proporcdo de grandes cadeias (abrangendo grande nimero
de individuos) envolvendo apenas individuos HSH. Como inovacao, o extenso banco de
dados analisado nos permitiu avaliar o tempo entre a infeccéo e a transmissao do virus
para um novo individuo dentro deste grupo. O intervalo foi estimado em
aproximadamente um ano para a populacdo na América do Sul. Dados recentes,
especificamente entre a populacéo de individuos HSH, corroborando nossos resultados,

estima que, durante o primeiro ano, existe uma infecciosidade oito vezes maior que
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durante a fase de infecgdo cronica por HIV (Volz et al. 2013). Neste mesmo estudo, 0s
autores revelam que de 42% a 46% das novas infec¢bes envolvem individuos recém-
infectados. Estes resultados em conjunto com as analises para a América do Sul revelam
uma dindmica da epidemia do HIV particular para o grupo HSH em que o intervalo de
tempo entre as novas infeccOes € muito estreito e possui ampla participacdo de
individuos recém-infectados, que provavelmente desconhecem seu status sorolégico.

No final de 2013, o Ministério da Saude anunciou a aprovacdo de um novo
Protocolo Clinico de Tratamento de Adultos com HIV e Aids para brasileiros
(http://www.aids.gov.br/pcdt/guia_rapida/). Segundo este, todos 0s pacientes
soropositivos, independente do estagio da doenca, deverdo receber indicacdo para uso
dos medicamentos antirretrovirais. O ministério afirma que a medida inovadora tem
grande impacto na saude individual, porque garante a melhoria da qualidade de vida dos
infectados pelo HIV, e na salde publica, porque o individuo em tratamento com
antirretrovirais, ao diminuir sua carga viral, reduz a propagacdo do virus. Segundo
nossos resultados, é possivel inferir que apenas uma pequena parcela das transmissoes
sera evitada pela administracdo da terapia ap6s o diagnéstico no grupo HSH, ja que
grande parte das transmissdes possivelmente ocorre antes mesmo do préprio
diagnostico (Volz et al. 2013). Estes dados ressaltam a necessidade de uma melhor
caracterizacdo da epidemia no Brasil e, além disso, mostram a necessidade de medidas
de prevencdo especificas para grupos de epidemia concentrada, com maior potencial de
transmissdo do virus para outros individuos, como a populacdo HSH. Apesar de nédo
representadas em nosso estudo, por falta de informacgdes sobre os pacientes,
possivelmente outros grupos onde a epidemia é também concentrada, como
profissionais do sexo e transgéneros femininos, 0 mesmo padrdo epidémico deve

ocorrer.



Para a populacdo em geral, encontramos um intervalo de transmissdo da
infeccdo de aproximadamente 28 meses. Este periodo é corroborado por um estudo
realizado entre individuos heterossexuais, no Reino Unido, infectados por subtipos ndo-
B do HIV-1 (Hughes et al. 2009). Ainda, 0 agrupamento de sequéncias em grupos de
transmissdo nos permitiu avaliar a maior probabilidade de participacdo de individuos
naive (individuos ndo usudrios da terapia antirretroviral) em grupos de transmissdo do
gue como infeccgdes isoladas. Estes resultados novamente sugerem que a maior parte das
transmissdes ocorre logo apds a infeccdo e envolve especialmente individuos ainda sem
acesso a terapia antirretroviral. A concordancia de tempo entre diferentes populagdes e,
até mesmo, diferente subtipo sugere uma importante influéncia do estagio de infeccédo
na transmissdo do virus. Assim, na pratica clinica, o reconhecimento de individuos
recém-infectados teria grande impacto na dindmica da epidemia de HIV na América do
Sul e poderia eficientemente gerar uma resposta significante contra o aumento do
ndmero de nOVos casos.

Os testes de genotipagem, disponibilizados pelo sistema de salde para pacientes
em falha terapéutica, sdo fundamentais para mapear e identificar as principais mutacdes,
assim como determinar o perfil de resisténcia aos medicamentos antirretrovirais
(http://www.aids.gov.br/aids). Além disso, gracas a este sistema, 0 numero de
sequéncias genéticas do virus, depositadas em banco de dados, aumentou
substancialmente nos ultimos anos. Nosso estudo permitiu descrever as mutagdes de
resisténcia circulantes na populacdo de individuos infectados na Ameérica do Sul e
indica uma alta prevaléncia de mutacGes associadas a terapia com Inibidores
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (INTR) e ja associadas com individuos em falha
terapéutica (M184V e M41L) (van de Vijver et al. 2010). Dentro das cadeias de

transmisséo identificadas aqui, observou-se ainda uma menor quantidade de mutagdes



de resisténcia em comparacdo ao grupo de sequéncias ndo incluso em cadeias. Esse
padrdo pode estar associado a diminuicdo da capacidade de replicacdo das formas que
carregam mutacdes de resisténcia. No entanto, a maior parte das cadeias de transmissédo
incluindo individuos infectados por virus que apresentam mutacdes de resisténcia foram
iniciadas por individuos ja infectados por virus mutantes (analise de ancestral comum),
demonstrando a importancia de continuos programas de vigilancia para mutacdes de
resisténcia na epidemia.

Por fim, a caracterizacdo global de determinada epidemia, envolve também o
entendimento da diversidade molecular do patégeno circulante na populacdo. Na
epidemia de HIV-1B no Brasil, particularmente, esta medida é ainda mais importante
devido a circulacdo de variantes virais relacionadas a uma progressao clinica mais lenta
e menos agressiva da doenca (Santoro-lopes et al. 2000; Casseb et al. 2004; Brito et al.
2006; Araujo et al. 2010). O fato de os individuos infectados pela forma B” do HIV-1
apresentarem longo periodo de infeccdo pode aumentar a possibilidade de transmissédo
do virus para outros individuos e, neste caso, seriam importantes alvos na epidemia para
medidas de prevencdo. Além disso, se detectado um aumento da frequéncia desta
variante na epidemia, a associacdo com uma progressao lenta e a certeza do potencial de
transmissdo por longos periodos requereria medidas mais especificas do Ministério da
Saude para diagnéstico da variante. Nossos resultados buscaram entender o
comportamento da epidemia desta forma genética ao longo de 10 anos em dois
diferentes locais do Brasil, destacando o papel de diferentes grupos de transmisséo.
Verificou-se certa estabilidade na prevaléncia da epidemia e, curiosamente, a forma
GPGR foi relacionada com transmissdo sexual em Floriandpolis. Este resultado em

conjunto com a avaliacdo de um recente estudo denota uma epidemia de grande



particularidade em Santa Catarina e reforca nossos achados sobre o impacto da
dindmica local na manutencéo da circulacdo do virus (Graf et al. 2011).

Em junho de 2014, através da portaria 1.271, o Ministério da Saude brasileiro
incluiu a infeccdo por HIV como doenga de notificacdo compulsoéria. Esta medida é um
avanco, pois intensifica a acdo dos 6rgdos junto ao individuo infectado, assegura um
conhecimento mais amplo a respeito da epidemia e, além disso, permite caracterizar
com melhor eficiéncia as subepidemias locais instauradas no Brasil. Neste sentido, o
ultimo boletim epidemioldgico publicado pelo Departamento de DST, Aids e Hepatites
Virais reitera a necessidade de que a atuacao dos 6rgaos de saude publica baseiem-se na
utilizacdo do conceito de hotspots, priorizando estados como Amazonas e Rio Grande
do Sul, além de populacdes-chave (Ministério da Saude et al. 2014). Estas medidas véo
de acordo com as recomendacfes da UNAIDS e sdo corroboradas por alguns dos
resultados obtidos neste trabalho.

O Brasil deveria descentralizar as acdes que impactam na salde publica e
entender a epidemia com um complexo de diversas subepidemias que exigem
abordagens diferentes e intervencdes especificas. Os dados encontrados aqui
demonstram especialmente a divisdo da epidemia em subepidemias localizadas com
dindmicas claramente distintas para populacGes especificas. A concentracdo da
epidemia em determinados grupos de risco cria a necessidade de esforgos mais
vigorosos nestas populacdes. A intervencdo especifica nestes grupos € uma garantia de
sucesso na reducdo de novos casos de HIV e, em ultima analise, beneficia toda a
populacdo. No caso de individuos HSH, a epidemia atual no Brasil e América Latina
requer um maior esfor¢o dos orgdos de satde publica para atingir jovens gays, ampliar
0s programas de testagem e tratamento e implementar novas técnicas de prevencao,

como a profilaxia pré-exposicdo, que poderd ajudar no controle de expansdo da



epidemia. As novas respostas para as acOes da iniciativa publica deverdo envolver
abordagens rapidas e no tempo real da dinamica de cada uma destas microepidemias.
Conforme demonstrado aqui, a utilizacdo de técnicas moleculares aliadas a dados
clinicos e sociodemograficos pode ser um caminho efetivo e altamente poderoso para

projetar o Brasil como um pais onde pesquisa e satde publica caminham juntas.



A extensdo atual e o impacto das infecgdes por HIV-1B no mundo teve grande
influéncia dos processos de migracdo e do comportamento sexual em humanos e
reflete padrbes do inicio da epidemia;

A circulacdo de variantes relacionadas ao HIV-1B em regides especificas do mundo
fornece evidéncias para a influéncia de fatores locais na dinamica das infeccdes
pelo HIV;

A variante B”-GWGR aparentemente circula em todo o Brasil, no entanto, em
prevaléncia distinta para as diferentes regides do pais;

A epidemia de HIV-1B em Santa Catarina parece refletir uma subepidemia
particular, ja que variantes virais estdo significativamente associadas a grupos de
transmissao especificos;

A epidemia de HIV-1B na América do Sul, especialmente no Brasil, parece ser
influenciada primariamente por uma dindmica local dentro dos paises, ou dos
estados, no caso do Brasil, provavelmente pelo isolamento nodal dos centros
urbanos nestas regioes;

O tempo médio de transmissdo do HIV-1B entre diferentes individuos na América
do Sul é de aproximadamente 29 meses. Entre o grupo de individuos HSH, no
entanto, a dindmica de transmissdo é mais acelerada e ocorre em média 12 meses
apos a infeccdo. Esses resultados justificam a intervencdo dos programas de saude
publica em grupos de epidemia concentrada;

As taxas de transmissdo mais significantes para a epidemia acontecem envolvendo

individuo naive, que provavelmente desconhecem seu estado soroldgico;



e Os métodos de filogenética molecular e a ampla amostragem espacial e temporal
sdo capazes de resgatar importantes padrdes para a atual epidemia do HIV e podem

ajudar significativamente no entendimento das dindmicas de transmisséo.



Inferir, a partir de reconstruc@es filogenéticas de sequéncias coletadas em bancos de
dados publicos, o local e ano de origem da variante B”-GWGR,;
Identificar possiveis passos evolutivos para o surgimento da variante B”-GWGR na
populacdo humana, bem como relacionar aspectos evolutivos e epidemioldgicos
com a progressao clinica de infecgbes causadas por esta forma;
Entender a dindmica de dispersdo inicial do HIV-1B na América do Sul,

especialmente no Brasil.
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Abstract

The Human Immunodeficiency Virus type 1 protease enzyme (HIV-1 PR) is one of the most important targets of anti-
retroviral therapy used in the treatment of AIDS patients. The success of protease-inhibitors (Pls), however, is often
limited by the emergence of protease mutations that can confer resistance to a specific drug, or even to multiple Pls. In the
present study, we used bioinformatics tools to evaluate the impact of the unusual mutations D30V and V32E over the
dynamics of the PR-Nelfinavir complex, considering that codons involved in these mutations were previously related to
major drug resistance to Nelfinavir. Both studied mutations presented structural features that indicate resistance to
Nelfinavir, each one with a different impact over the interaction with the drug. The D30V mutation triggered a subtle
change in the PR structure, which was also observed for the well-known Nelfinavir resistance mutation D30N, while the
V32E exchange presented a much more dramatic impact over the PR flap dynamics. Moreover, our in silico approach was
also able to describe different binding modes of the drug when bound to different proteases, identifying specific features of
HIV-1 subtype B and subtype C proteases.
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Introduction

Human immunodeficiency virus type 1 protease (HIV-1 PR)is a
catalytic protein that cleaves the Gag and Gag-Pol viral
polyproteins, allowing the virus to efficiently infect new host cells.
The HIV-1 PR exists as an aspartyl homodimeric enzyme
composed by symmetrical subunits of 99 amino acids each. The
access of the substrate to the active site of PR is regulated by two
mobile flaps that shift from an open to a closed conformation to
bind and cleave the substrate.

The HIV-1 protease is one of the most important targets of
antiretroviral therapy used in the treatment of AIDS patients due
to its critical role in the viral replication cycle. Protease inhibitors
(PI) were developed to inhibit cleavage function of HIV-1 protease
by mimicking the reaction intermediates that arises during the
hydrolysis of the substrate, disabling the enzyme. The current
success of PIs is frequently limited by the emergence of protease
gene mutations that confer resistance to this drug class. By
changing the structure of the substrate-binding cavity, mutations
directly or indirectly interfere with the binding of inhibitors,
resulting in viral resistance to Pls.

According to the International AIDS Society, 23 mutations in
16 codons of the protease gene related to major drug-resistance to
PIs were identified by phenotypic resistance assays [1]. In addition,
it is currently known that polymorphisms in some codons not
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previously related to major drug-resistance could affect the viral
fitness in the presence of the drug. Previous studies demonstrated
that the viability to the arising of resistance mutations is generally
dependent on the genetic background. Therefore, the genetic
context in which the evolutionary variations arise in the protease
gene may affect the efficacy of the treatment.

In this context, codons in the protease gene related to major
drug resistance to a specific protease inhibitor can provide clues on
the important sites to the interaction between drug and target, and
it is possible that unusual changes in these same sites can also affect
the interaction with the drug. For instance, D30N mutation causes
high-level resistance to Nelfinavir (NF) [1,2] and V321 is associated
to reduced susceptibility to all Pls, except Saquinavir [1,3].
However, the effect of the presence of alternative amino acids in
these same sites is still unclear.

Due to the elevated costs and the extensive time required for -
vitro analysis, it is still impractical to use these conventional
methods to evaluate the effect of each mutation in view of the
genetic background of HIV-1 protease. Thus, computational
methods can improve the screening analyzes revealing the role of
individual mutations and its impact on the protein function [4-7].
In the present study, we used molecular dynamics and other
bioinformatics tools aiming to identify structural features that
could indicate the NF-resistance effect of the unusual mutations
D30V and V32E, and to evaluate the influence of the HIV-1
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genetic background (i.e. subtype B and subtype C) over these
mutations.

Results

Sequence alignment, homology modeling and molecular
docking

Complete identification for the subtype B wild-type (sB-WT)
protease sequence, and for all other sequences included in this
study, is provided in File S1. Sequence alignment confirmed the
presence of mutations at positions 30 and 32, as well as other
accessory mutations specific for each protease (Figure S1). All PR
models presented 100% of their residues in the most favored
regions of Ramachandran Plot (Table S1). Nelfinavir structure was
successfully placed in the cavity of all models through molecular
docking (Table S1).

Flap opening in a 10 ns MD with NF

Five independent 10 nanoseconds (ns) MD simulations were
performed for each one of the four subtype B PR structures
studied, sB-W'T, sB-D30N, sB-D30V and sB-V32E, totaling 20
MD simulations (or 200 ns). No evident differences were observed
in the Root Mean Square Deviation (RMSD) among all five
replicated simulations of sB-W'T, sB-D30N and sB-D30V (Figure 1
and Figure S2). In these three PR models, the overall conforma-
tion of the PR-NF complex (Figure S3) was sustained during the
simulations, without significant changes in flaps orientation. On
the other hand, the structure of sB-V32E presented a more
unstable behavior when simulated with NF (Figure 1). Such model
remained with the flaps in a closed conformation in 3 out of 5
simulations, but changed them to an open conformation in the
other 2 simulations (Figure 2 and Figure S2).

Extension of selected complexes up to 50 ns

In order to verify if the differences observed among the
complexes were not influenced by the short period of simulation,
we extended one of each simulation from the proteases that
remained in a closed conformation in the first 10 ns (sB-W'T, sB-
D30N and sB-D30V). For the sB-V32E, however, we extended all
the three simulations that ended with a closed conformation. The
sB-WT protease remained in a closed conformation bound to NF
during 50 ns, while all three simulations of sB-V32E presented a
change to an open conformation (Figure 3, Figure S4, Movie S1,
Movie S2 and Movie S3). Complexes formed with sB-D30N and
sB-D30V presented a change to a semiopen conformation during
the simulated time (Figure 4).

Simulation of the V32E exchange without accessory
mutations

In order to evaluate the isolated influence of the V32E mutation
over the dynamics of the subtype B PR structure, we performed a
50 ns MD simulation of the sB-WT-V32E PR complexed with
Nelfinavir. Consistent with all sB-V32E simulations, the sB-WT-
V32E protease also changed to an open conformation (Figure 3).

Detailed structural analysis of sB-D30V during a 50 ns MD

Distance measurements between ASP25 (catalytic residue) and
ILE5O (tip residue) (Figure S3) were calculated over the sB-D30V
50 ns simulation, and compared with the same measurements
from sB-W'T (susceptible to NF) and sB-D30N (resistant to NF).
Both mutated proteases presented values above 1.58 nm for this
distance during the second half of simulation, which is indicative of
a semiopen conformation of the PR flaps (Figure 4) [4]. The
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wild-type PR presented values below 1.4 nm for the same measure
(last 15 ns), consistent with a closed conformation. Distance
ASP25-NF was also bigger for mutated complexes than for the
WT (Figure S5). These distances were also calculated for Chain B
(Figure S6), which did not present the same differences. Distances
among other key residues were also calculated, highlighting a
sequential interaction of PR residues with Nelfinavir (Figures S7,
S8 and S9).

Hydrogen bonds between NF and sB-D30V

Analysis of subtype B 50 ns simulations clearly indicated the
impact of PR residue 30 mutations over the hydrogen bonds
network (Figure 5 and Table S2). After the first half of the
simulation only the wild-type was able to sustain stable direct
hydrogen bonding between residue 30 and the drug. Moreover,
both mutated proteases presented a reduction of hydrogen
bonding between the two flaps of the protease, and also between
Nelfinavir and the catalytic ASP25 from Chain A (Figures S10,
S11 and S12).

Dynamics of D30V and V32E mutations in the subtype C
background

Molecular dynamics of subtype C structures complexed with
Nelfinavir presented similar results to those observed for subtype
B. Both sC-WT and sC-D30V remained in a closed conformation
during the whole simulation (50 ns), while sC-V32E PR changed
to the open conformation within the first 20 ns of simulation
(Figure 6). However, the dynamic behavior of the flaps was
different of that observed for sB-V32E (Figure S13, Movie S3 and
Movie S4). The sC-V32E structure presented a periodic behavior,
changing between open and closed conformation during the
simulation.

Detailed structural analysis of sC-D30V during a 50 ns
MD

Distance measurements between ASP25 and ILE50 were
calculated over the sC-D30V 50ns simulation, and compared
with the same measurements from sC-WT. The wild-type PR
presented values below the stipulated threshold for the semiopen
conformation (1.58 nm) while the mutated PR presented slightly
greater values for the most part of the simulation. However, a clear
difference between the two simulations is only observed in the first
15 ns (Figure S14A). Distances ASP25-NF presented greater
values for subtype C proteases than that observed for sB-W'T, with
the mutated sC-D30V presenting lower values than the sC-W'T
(Figure S14B). The same distances were also calculated for Chain
B, with similar results (Figure S15). Other distances and hydrogen
bonds were also calculated, indicating a different network of
residues responsible for the interaction between the drug and the
two subtype C proteases (Figures S16 and S17).

Secondary structure analysis over a 50 ns MD
Remarkable conservation of secondary structure was observed

for all models during the simulations, even considering the

proteases that changed to an open conformation (Figure S18).

Molecular dynamics of apo proteases

Simulations of the unbound (apo) structure of all seven protease
variants studied (sB-W'T, sB-D30N, sB-D30V, sB-V32E, sC-W'T,
sC-D30V and sC-V32E) were performed, in order to evaluate the
dynamics of each enzyme in the absence of Nelfinavir. As
expected, all structures changed to an open conformation before
50 ns of simulation (Figure S19). In order to evaluate the strength
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Figure 1. Short replicated simulations of sB-PRs bound to NF. Average and Standard Deviation of the Root Mean Square Deviation (RMSD) for
five independent 10 ns simulations of four different subtype B proteases (sB-PRs) bound to Nelfinavir (NF). Greater divergence is observed for sB-
V32E, since two of its replicates presented a change to an open conformation of the flaps. Equilibration stages (before 2,500 ps) are not represented.

Independent trajectories of each simulation can be observed in Figure S2.

doi:10.1371/journal.pone.0087520.g001

of this tendency a replicate simulation was performed for all
proteases, and two of the replicates (one sB-D30N-apo and one
sC-WT-apo) did not present the change in the same period (data

Figure 2. Open conformation of the sB-V32E protease.
Comparison between two frames of a molecular dynamics of the sB-
V32E PR complexed with NF. Protease structure at 2,500 ps (25 ns) is
represented in white (cartoon) with Nelfinavir depicted in purple (sticks).
Protease structure at 50,000 ps (50 ns), in an open conformation, is
depicted in blue (cartoon).

doi:10.1371/journal.pone.0087520.9g002
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not shown). Of note, the two “V32E” proteases changed to an
open conformation before 5 ns of simulation (and also its
replicates), while other proteases presented this conformational
shift later on the simulation.

Conformational variability of Nelfinavir

A longer simulation (100 ns) of unbound Nelfinavir (in solution)
was performed in order to see all different conformations adopted
and to sample low energy poses of the drug. Using Free Energy
Surface (FES) analysis, we were able to identify three different
islands of low energy level, each one presenting a different pool of
conformations, and all of them different from that conformation
observed in crystal structures (Figure 7). The structure with the
lowest energy in the entire simulation was observed in the first
island (NF-il). Interestingly, the conformation extracted from the
second island (NF-i2) was similar to NF-il, but with a subtle
conformational change which allowed the formation of an internal
hydrogen bonding.

Great divergence for the crystal structure was also observed in a
simulation of Nelfinavir bound to sB-WT (Figure S20). FES
analysis for this simulation presented two low energy islands
(Figure S21) and the structures recovered from these islands match
with the low energy structures sampled from Nelfinavir unbound
100 ns simulation (NF-il and NF-i2). Similar conformations were
also observed for sC-W'T. Different patterns of FES were observed
for Nelfinavir dynamics when bound to each one of different
variants, maintaining similar patterns for similar mutations. In the
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Figure 3. Molecular dynamics of sB-PRs bound to NF. Root Mean Square Deviation (RMSD) of subtype B (sB) proteases bound to Nelfinavir (NF)
along 50 ns of molecular dynamics simulation. The colors are given in black, red, green, blue and purple for the wild-type (sB-WT), D30ON (sB-D30N),
D30V (sB-D30V), V32E (sB-V32E) and wild-type-V32E (sB-WT-V32E), respectively. It is important to note that while sB-WT, sB-D30N and sB-D30V seems
to remain in a closed conformation state, sB-WT-V32E and sB-V32E change to an open conformation of the flaps in the first 5 and 15 ns, respectively.

doi:10.1371/journal.pone.0087520.g003

case of proteases with mutations at residue 30, Nelfinavir
presented a structure similar to NF-13 (Figure S20 and Figure S21).

Free Energy Surface (FES) of all simulated systems

FES analysis (File S1) was also performed for all proteases, both
bound to Nelfinavir and in the apo form (Figure S22). As expected,
all proteases that evolved to a full-open conformation (including
apo simulations) presented a similar pattern of FES. Important
differences were observed when comparing results among
subtypes.

Discussion

In a previous study, de Medeiros ez al. (2011) [8] evaluated the
profile of mutations and polymorphisms in the protease (PR) and
reverse transcriptase (RT) genes of HIV-1 from untreated patients
living in Porto Alegre, Southernmost Brazil, in order to identify
the subtypes and circulating drug resistant genotypes. Two
unusual protease mutations — D30V and V32E — were identified,
and its effect on drug resistance have not yet been evaluated in
vitro. Supported by a careful comparison with sB-WT and sB-
D30N simulations, we were able to predict the specific impact of
each one of these unusual mutations over the structure of subtype
B and subtype C proteases, and its effect over the interaction with
the protease inhibitor Nelfinavir. These mutated PR structures
were not produced by just exchanging these positions in the
1OHR structure (sB-WT), since this procedure would ignore
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accessory mutations and create PR structures that were not
observed i vivo. Instead, we choose to model PR structures based
on complete sequences previously obtained by de Medeiros et al.
(2011) [8].

Nelfinavir is a protease inhibitor largely used as part of the
treatment given to HIV-1 infected patients [9]. As most of the
protease inhibitors, its function is to establish a stable network of
hydrogen bonds with different PR residues, keeping the flaps in a
closed conformation and blocking the catalytic site to the access of
the substrate [10]. As expected, this mechanism was seen in all
simulations of wild-type proteases, either performing five inde-
pendent 10 ns MD replicates of sB-WT (Figure 1), or 50 ns
simulations of sB-WT and sC-WT (Figure 3). The PR structure
remained in a closed conformation in all these cases.

As an additional control, we also performed simulations of
unbound (apo) structures of each protease studied (Figure S19). A
change to an open conformation was observed in 86% of apo
simulations (12 out of 14), reflecting a natural tendency of opening
in the absence of the drug. On the other hand, in the 2 out of 14
simulations, protease stayed in a closed conformation up to 50 ns,
suggesting that this opening trend is also strongly influenced by
random events such as the influx of water molecules.

The impact of V32E mutation was clearly demonstrated by our
simulations, always triggering the change of the PR structure to an
open conformation within a period of 50 ns. Due to random
features of the system, this important conformational change can
happen even earlier in the simulation, as observed in some 10 ns
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Figure 4. Structural analysis of sB-D30V. (A) Superposition of the structures of sB-WT PR at 2,500 ps of simulation (grey) and at 50,000 ps (black).
(B-C) Superposition of sB-D30N (red) and sB-D30V (green) at 50,000 ps over the respective structures at 2,500 ps (grey). (D-F) Measure of the
deviation of ILE50 residue from PR Chain A considering the same structures from A, B and C, indicating the extent of Chain A flap movement. (G) Plot

of the variation of the ASP25-ILE50 distance (Chain A) along the simulation. The stipulated threshold for semiopen conformation (1.58 nm) is
indicated in blue.

doi:10.1371/journal.pone.0087520.g004

simulations (Figure S2). The same “opening behavior” was C protease (sC-V32E) (Figure 2 and Figure 5). However, other
observed even when this residue was simulated without any residues can certainly modulate the influence of V32E mutation,
accessory mutations (sB-WT-V32E) or in the context of a subtype as observed by the differential behavior between sB-V32E and
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Figure 5. Hydrogen bonds between NF and residue 30 of sB-PRs. Number (above) and average (below) of hydrogen bonds performed
between the ligand Nelfinavir and the residue 30 of each subtype B (sB) protease (Chain A) along 50 ns of molecular dynamics simulation. The colors
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sC-V32E (Figure S13). This mutation does not prevent direct
interactions with the drug (Table S2) and has also no direct impact
on the secondary structure of the enzyme (Figure S18). A slightly
faster opening behavior was observed for apo proteases bearing
this mutation (Figure S19), which could indicate a direct effect on
flap stability.

The well-known D30N exchange has been largely studied and
described as the primary Nelfinavir resistance mutation [2,6,11—
13]. In our 10 ns simulations, this mutation did not affect the flap
dynamics of the PR-NF complex, which stayed in a closed
conformation. This result is in agreement with previous 10 ns MD
data published by Soares, e. a/ 2010 [6], in which the same sB-
D30N PR remained in a closed conformation when simulated
bound to NF or to the Gag substrate CA/p2. The unusual D30V
mutation presented similar RMSD results to those obtained for
D30N, both in 10 ns and 50 ns simulations (Figure 1 and Figure 3).

Supported by a series of data [14,15], Perryman et al. 2003 [4]
discussed that PR flap dynamics is involved with the enzymatic
mechanism itself (File S1). These data indicated that the activation
free energy barrier of the enzymatic reaction is highly sensitive to
the distance between the substrate and the catalytic aspartates, and
that the motion of the substrate toward these catalytic residues is
tightly coupled to dynamics of the flap tips. They used the ASP25-
ILE50 distance (Figure S3) to observe the extent of the flap
opening during the MD simulations, defining the ASP25-ILE50
distance from the non-bonded (apo form) semiopen crystal
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structure 1HHP (1.58 nm) as a threshold to identify snapshots of
semiopen conformations (see File S1).

In agreement with the discussion from Perryman et al. 2003 [4],
we also observed differential flap tip motions for the PR variants
when compared to the wild-type. Measurements of the distance
ASP25-ILE50 (Chain A) presented bigger values for both subtype-
B mutated PRs (sB-D30N and sB-D30V), above the threshold of
1.58 nm, which is consistent with the movement toward a
semiopen conformation of the flaps (Figure 3G). While the wild-
type PR presents almost the same conformation comparing these
two snapshots of the simulation (Figures 3A and 3D), both sB-
D30N and sB-D30V presented an important opening of the Chain
A flap (Figures 3B, 3C, 3E and 3F). Greater motions observed in
Chain A when compared to Chain B, for all complexes, are also
consistent with the finds from Perryman et al. 2003 [4]. The sB-
WT complex slowly increased the measured distance during the
first half of the simulation and even presented values above the
threshold, but suffered a fast accommodation process before
32,500 picoseconds (ps), remaining below the threshold for the rest
of the simulation. This accommodation was driven by a sequence
of interactions, starting with the hydrogen bonding between
ASP30(O)-NF(O46) and ASP25(OD1)-NF(N37), both starting
around 22,500 ps (Figures S7 and S10). After that, temporary
interaction between ILE50(O) and NF(O8) also seems to help the
closing of the Chain A flap. Finally, increase formation of
hydrogen bonds between the two flaps help to keep the structure in
a closed conformation. This sequence of interactions was not
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Figure 6. Molecular dynamics of sC-PRs bound to NF. Root Mean Square Deviation (RMSD) of subtype C (sC) proteases bound to Nelfinavir
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doi:10.1371/journal.pone.0087520.9006

observed in sB-D30N and sB-D30V, which were not able to
sustain the hydrogen bonding between the mutated residue and
the drug (Figures S8, S9, S11 and S12).

In order to have some clues about the differential interaction of
these variants with the same inhibitor, we evaluated the distance of
the catalytic aspartates (ASP25 and ASP124) to the drug (Figures
S5 and S6B). What we verified is that indeed Nelfinavir stays much
more close to the PR catalytic residues in the cavity of sB-W'T than
in the cavity of a well-known NF-resistant variant (sB-D30N). The
same differential distance was also observed for the unusual sB-
D30V variant, corroborating the hypothesis of resistance to
Nelfinavir. Moreover, this distance seems to be increasing for the
mutants in the second half of the simulation, which combined with
semi-open conformations of the flaps might also be a sign of
instability.

Interestingly, the subtype C  wild-type protease (sC-WT)
presented a completely different network of hydrogen bond
interactions with Nelfinavir (Figure SI16A). Differently from
subtype B PRs, in which the side Chain of ASP30 is oriented
toward the catalytic site of the enzyme, in sC-W'T the side Chain
of this residue is oriented in the opposite direction (consistent with
PDB crystal structures 2R5P and 2R5Q). Therefore, despite the
presence of the same “ASP30”, hydrogen bonds between this
residue and the drug were observed only in the first 3,750 ps of sC-
WT simulation. Shortly after that, Nelfinavir establishes key
interactions with other PR residues, such as ALA28 and ILE149,
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which are able to keep the PR in a closed conformation (Figures
S16A and S17A). Little difference was observed between the two
sC PRs regarding the ASP25-ILE50 distance (Figures SI4A and
S15A) and the wild-type presented even higher values for the
ASP25-NF interaction (Figure S14B and S15B). However, this
mutated complex presented some signs of instability. The key
interactions observed in the sC-WT (ALA28-NF and ILE149-NF)
were not observed in the sC-D30V (Figure S16B), and there are
some previous evidence suggesting low levels of resistance to Pls
[16].

Different networks of interaction suggest different binding
modes for Nelfinavir. Aiming to explore the dynamic behavior
of the drug, we performed a 100 ns simulation of Nelfinavir in
solution. Free Energy Surface (FES) analysis of this simulation
indicated three different low energy conformations of the drug, all
different from the crystal structure (Figure 7). Nelfinavir confor-
mation also diverged from crystal structure in all PR-NF simulated
systems (Figure S20). A translation of NI heterocyclic portion
(lipophilic dodecahydroisoquinoline ring) [17] was observed early
in simulations, adopting a structure more similar to that of NF-13.
Of note, a similar conformation was prevalent for all “D30
mutants”, while both wild-type proteases presented a conforma-
tion similar to NF-i2 at the end of simulation. It was actually
possible to separate Nelfinavir dynamics by the type of protease it
1s bound to (Figure S20). Proteases sB-V32E and sB-WT-V32E
changed to a full-open conformation before 20 ns of simulation
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Figure 7. Conformational variability of Nelfinavir. Structural analysis of Nelfinavir in solution along 100 ns of molecular dynamics simulation.
Free Energy Surface (FES) of this simulation (top) indicates three “islands” of low energy conformations (i1, i2 and i3), from which different structures
were recovered (NF-i1, NF-i2, NF-i3). The crystal structure of Nelfinavir (10HR) was the input conformation, and Root Mean Square Deviation (RMSD)
indicates that all conformations sampled during the simulation differ from original structure by at least 0.2 nm (down).

doi:10.1371/journal.pone.0087520.9g007

and their peaks of divergence to NF-i2 are only observed after
30 ns of simulation, being therefore a consequence of flap
opening. In the case of sB-WT, the fast conformational change
observed for the drug after 30 ns is a consequence of the hydrogen
bonds established with ASP25 and ASP30, which formed around
25 ns. These bonds stabilized the drug in the catalytic site and
allowed 1its change to a lower energy conformation, also
contributing for protease flaps closing observed after 30 ns.

FES analysis also provided new insights regarding to protein
structure and its evolution throughout the simulation. It indicates a
progressive increase of RMSD and Radius of Gyration (RoG) in
the early stages of sB-W'T simulation, which accounts for the
diagonal displacement of the tail bellow the island of low energy
conformation. Although this island is similar among sB-W'T, sB-
D30N and sB-D30V, the diagonal displacement of the tail was not
observed in the last two structures. This result indicates that subtle
structural differences were already in place in early stages of
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subtype B mutants’ simulations, reflecting in a higher value of
RoG and leading to a semiopen conformation. Interestingly,
distinct patterns were observed for FES of subtype C proteases
bound to Nelfinavir, which is probably related to the different
network of interactions observed for subtype C proteases. Despite
less clear to see, sC-D30V also presented a more vertical
displacement of the tail, which is similar with their subtype B
counterparts.

Taken together, these PR-NF simulations indicated different
patterns of interaction for the same protease inhibitor and,
consequently, different impacts of the studied mutations in the
context of different HIV-1 subtypes. Moreover, the V32E
mutation seems to have a stronger and individual effect over the
protease dynamics, inducing flap opening and therefore predis-
posing to drug dissociation. The previous described V321 mutation
has confirmed resistance to multiple Pls [1,3], which could be
explained by a similar mechanism of intrinsic propensity to an
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open conformation. Future studies will be needed to clarify the
shared features between V32E and V321 PRs, and if the unusual
V32E also presents resistance to multiple PIs. While the V32E
mutation seems to induce Nelfinavir resistance in both studied
subtypes, our data only clearly indicated the D30V resistance
effect in the subtype B background. Of note, the previous
described D30N mutation also has a specific effect on Nelfinavir
resistance on subtype B PRs, appearing in lower frequencies in
other subtypes [1,9].

Our data suggest a cross talk between Nelfinavir dynamics
inside the binding site and protease structure (specific residues,
hydrogen bond network, etc). For instance, loss of direct hydrogen
bonding with ASP30 may hinder the Nelfinavir’s transition to
some low energy conformations (similar to NF-i2), driving the drug
to alternative lower energy conformations (similar to NF-i3). In
turn, this might influence the transition for a semiopen confor-
mation, as observed for sB-D30N, sB-D30V and sC-D30V.
Previous works have reported subtle conformational changes in
Nelfinavir [13,18-20] and even predicted alternative binding
modes to other kinases [17], but a much greater structural
variation was observed in our 50 ns and 100 ns simulations. This
great conformational flexibility of Nelfinavir might also be
involved with additional activities, such as broad antitumor
properties [17,21].

The PR sequences studied in the present work were obtained
from untreated patients, through pro-viral DNA sequencing [8].
Starting from these sequences, our @ silico analysis was able not
only to identify structural features which differentiate these PR-
variants and the wild-type, but also to describe the influence of the
HIV-1 genetic background (Le. subtype B and subtype C) over
these important NF resistance related codons. Molecular dynamics
is a powerful tool which has been largely used to identify features
of the PR enzyme and the molecular basis for resistance to Pls [4—
7,13,22,23]. The identification of key features involved in the
efficacy of different PIs in different HIV-1 subtypes and the fast
evolution of computational resources would allow performing
extensive @ silico analysis in a short time and at low cost.
Therefore, bioinformatics tools could be applied in association
with conventional clinical methods as a virtual screening tool for
the impact of new mutations, allowing individualized regimen of
antiretrovirals, avoiding treatment failure and promoting durable
remission of HIV-1.

Materials and Methods

HIV-1 PR sequences

HIV-1 PR sequences were selected from a set constructed in a
previous epidemiologic study conducted in Porto Alegre (South-
ernmost Brazil) where HIV-1 subtype B and C circulates in equal
proportions [8]. This set included 99 partial pol sequences of
proviral DNA extracted from HIV-1-positive patients not under
antiretroviral therapy. In our study, the selection criteria involved
the inclusion of sequences harboring mutations not described as
resistance mutations but occurring in a codon effectively related to
major drug resistance present in both subtype B and subtype C.

Complete information on the selected sequences is provided on
File S1. DNA sequences were translated with Expasy translate tool
[24] and all protein sequences were aligned with Geneious version
5.1.4 (File S1). An alignment presenting all studied sequences and
highlighting the mutations in relation to the wild-type subtype B
HIV-1 PR (sB-WT) is presented in Figure S1.
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Protease models and ligand parameters

The 3D structure of the sB-WT complexed with NI was
obtained from Protein Data Bank (PDB code 10OHR). This
structure was used as the initial coordinates for the molecular
dynamics (MD) simulation of the sB-W'T and also as the template
for the molecular homology modeling (including the crystallo-
graphic water molecules) of all other PR models studied. Models
were generated with Modeller 9.11 [25] (see File S1). Models were
evaluated with  PROCHECK [26] and DOPE score [25].
Therefore, in addition to sB-W'T' (crystal structure itself), seven
PR structures were modeled using 1OHR as template: Subtype B
D30V (sB-D30V), Subtype B V32E (sB-V32E), Subtype B D30N
(sB-D30N), Subtype C wild-type (sC-W'T), Subtype C D30V (sC-
D30V), Subtype C V32E (sC-V32E) and sB-WT-V32E (same
sequence of IOHR containing only the V32E mutation).

Atom coordinates of Nelfinavir were obtained from 10HR. NF
parameters were obtained from PRODRG server [27] and from
the full NF topology previously calculated and made available by
Soares et al. 2010 [6] (see File S1).

Docking calculations

Modeled PR structures were complexed with Nelfinavir through
molecular docking with Autodock Vina 1.1.2 [28] (see File S1). The
starting coordinates of NI were used for redocking with sB-WT
(10HR) and cross-docking with all generated models. Docking
calculations were independently repeated 20 times using the same
input, and the best conformation was selected through an
automated script developed by our team (File S1). Since the aim
of these calculations was just to provide input structures for
molecular dynamics simulations, only rigid dockings were
performed.

Molecular Dynamics (MD) simulations

All MD simulations were performed with GROMACS v4.5.1
package [29], on Linux platform (Ubuntu 10.10), using GRO-
MOS96 (53a6) force field. An appropriate number of sodium
(Na+) and chloride (Cl-) counter-ions were added to neutralize the
system, with final concentration of 0.15 mol/L. In agreement to
the literature, only the catalytic residue ASP124 of PR was
protonated [6,30-32]. Further details are provided in File SI.
Visual inspection of the MD trajectories was performed with
VMD 1.9.1 [33], PyMOL 1.0 [34] and UCSF Chimera [35] (see
File S1).

Supporting Information

Figure S1 Sequence Alignment. Complete sequences from
eight different proteases are depicted with colors indicating
biochemical properties of the amino acids (Geneious colors by
Polarity). The Identity of the alignment is depicted above the
sequences, with regions of 100% identity depicted in green. Both
Chains from each protease are depicted sequentially, with Chain
A residues ranging from 1 to 99 and Chain B from 100 to 198.
Both Chains have the exact same sequence, with residues 124,
129, 131 and 149 being the Chain B equivalents for the Chain A
residues 25, 30, 32 and 50, respectively. sB-W'T, Subtype B wild-
type; sB-WT-V32E, Subtype B wild-type with V32E mutation; sB-
D30N, Subtype B D30N; sB-D30V, Subtype B D30V; sB-V32E,
Subtype B V32E; sC-WT, Subtype C wild-type; sC-D30V,
Subtype C D30V; sC-V32E, Subtype C V32E.

(TTF)

Figure S2 Replication of 10 ns molecular dynamics of
sB-PR bound to NF. Root Mean Square Deviation (RMSD) of
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the subtype B (sB) protease bound to Nelfinavir (NF) along 10 ns of
molecular dynamics simulation. Each graph contains five
replicates (represented by the numbers within the brackets in the
legend box) of the same protease:Nelfinavir complex depicted in
shades of black (sB-WT), red (sB-D30N), green (sB-D30V) and
blue (sB-V32E). Note that within 10 ns the sB-V32E changes its
conformation from closed to an open state in two out of five
replicates (1 and 4).

(TIF)

Figure 83 Cartoon representation of the 10HR crystal
structure (sB-WT in a closed conformation). Chains A and
B are depicted in different shades of gray. Residues Aspartate 25
(ASP25) and Isoleucine 50 (ILE50) of Chain A are depicted in
blue, and the distance between these two residues is also indicated.
Residues 129 and 131 (ASP30 and VAL32 from Chain B,
respectively) are depicted in green. Protease flaps (residues 43-59)
are depicted in dark red, with the tip of the flaps (residues 48-53)
represented in light red.

(TTF)

Figure S4 Reproduction of sB-V32E simulation results.
Root Mean Square Deviation (RMSD) of three replicas (2, 3 and
5) of the sB-V32E protease bound to Nelfinavir (NF) along 50 ns of
molecular dynamics simulation. Each simulation is identified by
the same color used in Figure S2. All replicas also changed its
conformation to an open state before 50 ns, but each one at a
different point of the simulation.

(TIF)

Figure S5 Drug-enzyme distance. Distance variation be-
tween Aspartate 25 (ASP25, Chain A) of subtype B proteases and
Nelfinavir along 50 ns of molecular dynamics simulation. The
colors are given in black, red and green for the wild-type (sB-W'T),
D30N (sB-D30N) and D30V (sB-D30V), respectively. We could
observe an increase in the distance along the simulation for sB-
D30N and sB-D30V, pointing to a less eflective interaction
between the drug and the enzyme.

(TIF)

Figure S6 Distance measurements in Chain B of sB-
PRs. Colors are given in black, red and green for the wild-type
(sB-WT), D30N (sB-D30N) and D30V (sB-D30V), respectively. (A)
Distance variation between Aspartate 124 (ASP25 from Chain B)
and Isoleucine 149 (ILE50 from Chain B) along 50 ns of
molecular dynamics simulation. No difference is observed among
the complexes. (B) Distance variation between Aspartate 124
(ASP25, Chain B) and Nelfinavir in the same period of simulation.
Both sB-D30N and sB-D30V have presented slightly bigger
distance variation than sB-WT.

(TIF)

Figure S7 Interactions with key residues from sB-WT.
Distance variation among the drug (NF) and selected atoms of key
residues in the subtype B wild-type (sB-WT) Chain A structure
along 50 ns of molecular dynamics simulation. The colors are
given in black, gray, light pink and beige for the interaction pairs
Isoleucine 50/Aspartate 25 (depicted in black in Figure 4),
Aspartate  30(O)/NF(O46), Aspartate 25(0OD1)/NF(IN37) and
Isoleucine 50(0)/NF(O8), respectively. O, Oxygen; O46, Oxygen
46; OD1, Oxygen Delta 1; N37, Nitrogen 37; O8, Oxygen 8; NI,
Nelfinavir.

(TTF)

Figure S8 Interactions with key residues from sB-
D30ON. Distance variation among the drug (NI) and selected
atoms of key residues in the sB-D30N Chain A structure along
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50 ns of molecular dynamics simulation. The colors are given in
black, gray, light pink and beige for the interaction pairs Isoleucine
50/ Aspartate 25 (depicted in red in Figure 4), Aspartate 30(0)/
NF(O46), Aspartate 25(0OD1)/NF(IN37) and Isoleucine 50(O)/
NF(O8), respectively. O, Oxygen; O46, Oxygen 46; ODI,
Oxygen Delta 1; N37, Nitrogen 37; O8, Oxygen 8; NF, Nelfinavir.
(TIF)

Figure 89 Interactions with key residues from sB-D30V.
Distance variation among the drug (NF) and selected atoms of key
residues in the sB-D30V Chain A structure along 50 ns of
molecular dynamics simulation. The colors are given in black,
gray, light pink and beige for the interaction pairs Isoleucine 50/
Aspartate 25 (depicted in green in Figure 4), Aspartate 30(0)/
NF(O46), Aspartate 25(0OD1)/NF(N37) and Isoleucine 50(0)/
NF(O8), respectively. O, Oxygen; O46, Oxygen 46; ODI,
Oxygen Delta 1; N37, Nitrogen 37; O8, Oxygen 8; NI, Nelfinavir.
(TTF)

Figure S10 Key hydrogen bonds between drug sB-WT.
Number (above) and average (below) of hydrogen bonds
performed among different residues of the sB-WT and the ligand
Nelfinavir (NF) along 50 ns of molecular dynamics simulation.
The colors are given in green, cyan and blue for the interaction
pairs Flap Chain A/Flap Chain B, Aspartate 25/NF and
Aspartate 30/NF, respectively.

(TTF)

Figure S11 Key hydrogen bonds between drug sB-D30N.
Number (above) and average (below) of hydrogen bonds
performed among different residues of the sB-D30N and the
ligand Nelfinavir (NF) along 50 ns of molecular dynamics
simulation. The colors are given in green, cyan and blue for the
interaction pairs Flap Chain A/Flap Chain B, Aspartate 25/NJF
and Aspartate 30/NF, respectively.

(TIF)

Figure S12 Key hydrogen bonds between drug sB-D30V.
Number (above) and average (below) of hydrogen bonds
performed among different residues of the sB-D30V and the
ligand Nelfinavir (NF) along 50 ns of molecular dynamics
simulation. The colors are given in green, cyan and blue for the
interaction pairs Flap Chain A/Flap Chain B, Aspartate 25/NF
and Aspartate 30/NF, respectively.

(TTF)

Figure S13 Different patterns of conformational change
during the simulation. Selected frames from sB-WT (black),
sB-D30N (red), sB-V32E (blue) and sC-V32E (green) are depicted
in a cartoon representation. All structures are presented with Chain
A on the left and Chain B on the right, with the drug depicted in
sticks. All PRs started in a closed conformation (as represented in
Figure S3) and presented important conformational changes
during the 50 ns of simulation. At 15 ns: Note that all structures
presented greater opening movement of Chain A Flap, with
exception of SB-V32E that presented a small movement in the
opposite direction. It is already possible to observe sB-D30N in a
semiopen conformation and sC-V32E in a full open conformation
of Chain A Flap. At 25 ns: Note that sB-V32E has already reached
the full open conformation while sC-V32E has returned to a
situation similar to the semiopen conformation. At 50 ns: Note
that sB-WT has returned to a closed conformation (compare to
Figure S3) while sB-D30N remains in a semiopen conformation.
The sB-V32E has remained in the full open conformation and sC-
V32E has also returned to this full open conformation.

(TIF)
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Figure S14 Distance measurements in Chain A of sC-
PRs. Colors are given in black and red for the wild-type (sG-WT)
and D30V (sC-D30V), respectively. (A) Distance variation (above)
and average (below) between Aspartate 25 (ASP25) and Isoleucine 50
(ILE50) along 50 ns of molecular dynamics simulation. Differences
between the complexes are only clearly observed in the first 15 ns of
simulation, although sC-D30V presents slightly higher values in most
of the simulated period. The blue line over the averages indicates the
threshold for semiopen conformation (1.58 nm). (B) Distance
variation between Aspartate 25 (ASP25) and Nelfinavir in the same
period of simulation. The wild-type complex presented higher values
for this measurement than sC-D30V.

(TIF)

Figure S15 Distance measurements in Chain B of sC-
PRs. Colors are given in black and red for the wild-type (sC-WT)
and D30V (sC-D30V), respectively. (A) Distance variation
between Aspartate 124 (ASP25 from Chain B) and Isoleucine
149 (ILE50 from Chain B) along 50 ns of molecular dynamics
simulation. The sC-D30V presented slightly higher values in most
of the simulated period, although both complexes presented values
below the stipulated threshold for semiopen conformation of
Chain A (blue line). (B) Distance variation between Aspartate 124
(ASP25, Chain B) and Nelfinavir in the same period of simulation.
The wild-type complex presented higher values for this measure-
ment than sC-D30V.

(TIF)

Figure S16 Interactions with key residues from sC-PRs.
Distance variation among the drug (NF) and selected atoms of key
residues in both the sC-WT (A) and the sC-D30V (B) structures,
along 50 ns of molecular dynamics simulation. The colors are
given in gray, brown and pink for the interaction pairs Valine
30(0)/NF(0O46), Isoleucine 149(N)/NF(O21) and Alanine 28(N)/
NF(O46), respectively. O, Oxygen; O21, Oxygen 21; O46,
Oxygen 46; N, Nitrogen.

(TIF)

Figure S17 Key hydrogen bonds between drug and sC-
PRs. Number (above) and average (below) of hydrogen bonds
performed among the drug (NF) and different residues of both sC-
WT (A) and sCG-D30V (B), along 50 ns of molecular dynamics
simulation. The colors are given in dark green, light green, cyan
and blue for the interaction pairs Flap Chain A/Flap Chain B,
Isoleucine 149/NF, Aspartate 25/NF and Aspartate 30/NF,
respectively. No hydrogen bonds were observed for the pair
Isoleucine 149/NF in the sC-D30V simulation.

(TIF)

Figure S18 Secondary structure analysis. Content of
secondary structure of each model is compared with the same
complex after 25 ns and 50 ns of molecular dynamics simulation.
The shades of blue behind each residue indicate the accessibility of
that residue. Position of the residues is indicated below the
secondary structure maps, for each complex. In each line, Chain A
is depicted in the left and Chain B in the right. Observe that in this
picture the position of Chain B residues is not represented from
99-198, but starts again from 1-99.

(TIF)

Figure S19 Simulations of unbound sB-PRs (apo form).
Root Mean Square Deviation (RMSD) of the unbound proteases
along 50 ns of molecular dynamics simulation. All proteases, from
both subtypes, changed to an open conformation before 20 ns. Of
note, both proteases bearing the V32E mutation (sB-V32E and
sC-V32E) presented this change before 5 ns of simulation.

(TTF)
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Figure $20 Different conformations of NF bound to each
PR. Frames of each PR-NTF simulation were recovered each 5 ns
and the respective Nelfinavir conformation was used as input to
calculate the Root Mean Square Deviation (RMSD) against one of
the reference structures. Reference structures included the crystal
conformation (from 1OHR) and three low energy conformations
recovered from a 100 ns simulation of Nelfinavir in solution (see
Figure 7). All dynamic bound conformations of Nelfinavir
presented an important divergence from crystal structure. At the
second half of simulations, wild-type proteases presented Nelfina-
vir conformations similar to NF-il and NF-12, while proteases
presenting “D30 mutations” presented Nelfinavir conformations
similar to NF-13).

(TTF)

Figure S21 Free Energy Surface for Nelfinavir bound to
PRs. Iree Energy Surface (FES) representation for Nelfinavir
bound to different proteases (PRs) through 50 ns simulations. For
each plot, variation on Root Mean Square Deviation (RMSD) and
Radius of Gyration (RoG) are indicated in Y and X axis,
respectively. The size of dark red "islands" indicates the frequency
of low energy conformations with similar values of RMSD and
RoG. The “sB-V32E_NF (5)” refers to a replicate of sB-V32E_NF
(see Figure S4).

(TIF)

Figure $22 Free Energy Surface for different PRs bound
to Nelfinavir. I'ree Energy Surface (FES) representations for
different HIV-1 proteases in 50 ns simulations. For each plot,
variation on Root Mean Square Deviation (RMSD) and Radius of
Gyration (RoG) are indicated in Y and X axis, respectively. The
size of dark red "islands" indicates the frequency of low energy
conformations with similar values of RMSD and RoG. The “sB-
V32E (5)” refers to a replicate of sB-V32E bound to Nelfinavir (see
Figure S4). The suffix “apo” indicates simulations of unbound
proteases.

(TIF)

Table S1 Modeling results.
(DOCX)

Table S2 Prevalence (%) of direct hydrogen bond
interactions between drug (Nelfinavir) and PRs during

50 ns of simulation.
DOCX)

Movie S1 Dynamic behavior of the sB-WT bound to
Nelfinavir during a 50 ns simulation.

(MP4)

Movie $2 Dynamic behavior of the sB-D30N bound to
Nelfinavir during a 50 ns simulation.

(MP4)

Movie $3 Dynamic behavior of the sB-V32E bound to
Nelfinavir during a 50 ns simulation.

(MP4)

Movie S4 Dynamic behavior of the sC-V32E bound to
Nelfinavir during a 50 ns simulation.

(MP4)

File S1 Supplementary Information on Methods.
(DOCX)
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Abstract

Background: The HIV-1 epidemic in Brazil is predominantly driven by subtype B. However, in Brazilian Southern
region subtype C prevails and a relatively high AIDS incidence rate is observed. The aim of the present study
was to assess the temporal dynamics of HIV-1 subtypes circulating in patients from distinct exposure categories
in Southern Brazil. For this purpose 166 HIV-1 samples collected at the years of 1998 (group I) and 2005-2008
(group 1) were analyzed.

Results: Analysis of group | revealed statistically significant (p < 0.05) associations between MSM and subtype B as

prevalence of the pure subtype B.

populations.

well as between IDU and subtype C; while no statistical significant association between HIV-1 subtypes and
exposure category was verified for group Il. An overall temporal increase in the prevalence of subtype C and BC
recombinants was observed in both HET and MSM populations, accompanied by a proportional decrease in the

Conclusions: The present study shows an association between HIV subtypes and exposure categories at the
middle 1990s in Southern Brazil. Our findings suggest that MSM and IDU populations might have played a major
role in the introduction and initial dissemination of subtypes B and C, respectively, in Southern Brazil. This study
also suggests a trend towards homogenization of HIV-1 strains across distinct exposure categories as a
consequence of an overall increase in the prevalence of subtype C and BC recombinants in both HET and MSM
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Introduction

The main hallmark of the HIV-1 is an extraordinary evo-
lution rate, which results in high molecular diversity and
dynamism of the AIDS epidemic [1]. HIV-1 is classified
in four groups and the group M, currently estimated to
infect around 33 million people around the world, is
subdivided in 9 subtypes (A-D, F-H, J, and K) and 54
circulating recombinant forms (CRFs) [1-3].

Since 1980, Brazil has registered 608,230 cases of
AIDS, representing an overall prevalence of 0.6% in
adult population [4]. The HIV-1 subtype B is the pre-
dominant variant in most of the Brazilian regions fol-

lowed by subtype F1, subtype C and a large variety of
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BF1 and BC recombinant forms [4-10]. The distribution
of HIV-1 subtypes, however, is not homogeneous across
the country and a distinct HIV-1 molecular epidemiolo-
gic scenario is observed in the Southern region. Com-
posed by the states of Rio Grande do Sul, Santa Catarina
and Parand, the Brazilian Southern region shows a re-
markably high prevalence of subtype C and BC recom-
binant forms [11-21].

The HIV-1 molecular epidemiology in Porto Alegre,
capital of the Rio Grande do Sul state, is characterized
by a high prevalence of subtype C (~30-40%), subtype B
(~30-45%) and the circulating recombinant form (CRF)
31_BC (~10-25%), and lower prevalence of unique re-
combinant forms (URFs) and subtype F1 [12,16-18,21].
The southern region of Brazil is not only characterized
by a distinct subtype profile, but also by a relative high
AIDS incidence rate. This is particularly evident for the
city of Porto Alegre, showing the highest AIDS incidence
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rate among all the Brazilian capitals since 1997 [4]. The
reported AIDS incidence in Porto Alegre in 2010 (99.8
cases per 100,000 habitants) was more than five times
higher than the mean incidence for the whole country
(17.9 cases per 100,000 habitants) [4]. In this city, almost
80% of the new AIDS cases registered in 2009 corres-
pond to heterosexual (HET) individuals, approximately
10% to men who have sex with men (MSM) and another
10% to injection drug users (IDU) [22].

Some studies indicate a tendency towards an increas-
ing proportion of subtype C infections over time in some
cities from the Southern region. The estimated preva-
lence of subtype C increased from 36% before 1997 to
53% in 2008 in Rio Grande (Rio Grande do Sul state)
[11,23], and from 56% to 78% between 2004 and 2009 in
Florianopolis (Santa Catarina state) [14]. Further studies
also point to a different spreading of the HIV-1 variants
among the exposure categories in southern Brazil. Stud-
ies conducted in all the three states of Brazilian Southern
region described that subtype C is more frequently seen
in the HET population, while subtype B is more com-
mon in MSM [14,20,23]. One study also found an asso-
ciation between subtype C infections and the use of
intravenous drugs among males in the state of Parana
[15]. So far, no significant associations between HIV-1
clades and exposure categories were detected in the city
of Porto Alegre, the main capital of Southern Brazil,
even though an association of subtype B with anal sex
practices and a tendency of subtype C with females have
been reported [11,17,21].

Most of the previous studies that analyzed the tem-
poral dynamics of HIV-1 diversity in Southern Brazil
were based on the stratification of cross-sectional sam-
ples according to time of HIV diagnosis and without tak-
ing into account the exposure -categories of the
individuals. In this study, we described the temporal
trends of HIV-1 clades in patients of different exposure
categories living in the city of Porto Alegre, through the
analysis of two groups of samples collected at 1998 and
2005-2008.

Methods

Study population

Blood samples from 166 HIV-positive patients followed
up at different outpatients clinics in the metropolitan re-
gion of Porto Alegre, the capital of the Southernmost
state of Brazil, were collected at two different time peri-
ods: 1998 (n = 83) and 2005-2008 (n = 83). The inclu-
sion criteria for individuals in both studied periods were
age over 18-year old, agreement to participate in the
study, read and signed an informed consent form. In the
second period the individuals had to report no previous
antiretroviral therapy. The clinical and demographic data
of the patients (age, sex, first positive serology for HIV-1
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and CD4+ T-cell counts) are shown in Table 1. This
study was approved by the Ethical Research Committee

from Fundacdo Estadual de Producgio e Pesquisa em
Saude number18/2005.

HIV-1 amplification, sequencing and subtyping

DNA samples were extracted from 200 pl of whole
blood using a QIAamp DNA kit (Qiagen Inc., CA, U.S.
A.), according to the manufacturer’s protocol. Amplifica-
tion and sequencing of the PR/RT region was performed
as described elsewhere [24]. The sequences generated
were ~1,160 nt long and covered the protease (PR) and
part of the reverse transcriptase (RT) genes (nucleotides
2253-3413 relative to HXB2).

Nucleotide sequences were aligned using the Clustal X
program [25] and three strategies were used to well
characterize the HIV-1 sequences as pure subtype, CRF-
like or URF using the pol alignment: i) a Neighbor-
Joining (NJ) phylogenetic tree was first built under the
Tamura-Nei substitution model in 1000 bootstrapped
data sets, as implemented in MEGA program [26]; ii) all
sequences were subsequently subjected to bootscanning
with the Simplot software version 3.5.1 [27], using refer-
ence sequences representative of HIV-1 subtypes Al, B,
C, and F1 available in Los Alamos database, http://www.
hiv.lanl.gov/components/sequence/HIV/search/search.html).
Bootstrap values supporting branching with reference
sequences were determined in NJ trees constructed
using the K2-parameter model [28], based on 100 re-
samplings, with a 300 nt sliding window moving in steps

Table 1 Clinical and demographic data of the HIV-
positive patients from Porto Alegre at two distinct time
periods - 1998 (group I) and 2005-2008 (group II)

Group | (n=83) Group Il (n=83)
Age (years) 33+£10 35+ 10
Gender
Male 59 (71.0%) 49 (59.3%)
Female 24 (29.0%) 34 (40.7%)
CD4 T cell count
(cell/mm3)*
200 23 (29,1%) 16 (28,6%)
200-400 25 (31,6%) 13 (24,1%)
>400 31 (39,2%) 27 (50,0%)
Exposure category
HET 42 (50.6%) 61 (73.5%)
MSM 32 (38.6%) 22 (26.5%)
IDU 9 (10.8%) -
First positive serology 1994 [1989-1998] 2005 [2002-2008]

for HIV (years)

* information not available for four individuals from group | and twenty seven
from group Il. HET - heterosexuals; MSM - men who have sex with men; IDU -
injection drug users.
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of 10 bases; iii) to better characterize the recombina-
tion breakpoints suggested in the previous analyses, the
putative recombinants were subjected to informative
site analyses as described elsewhere [24]. Consensus
sequences used in our analyses were generated from a
total of 491 subtype B and 164 subtype C pol Brazilian
sequences downloaded from the Los Alamos HIV Se-
quence Database, as implemented in the DAMBE pro-
gram [29]. Sequences were submitted to GeneBank
under the following accession numbers: [JF487830 -
JF487913] and [JQ619540 - JQ619621].

Statistical analyzes

Statistical comparisons among subtypes groups and ex-
posure categories were made using Pearson’s y>-test with
adjusted residues and Fisher’s exact test when appropri-
ate. Statistical analysis was performed using the SPSS
16.0 statistical package and the significance level was set
at p<0.05.

Results

Group I was composed by HIV-1 positive samples col-
lected in 1998 from 83 individuals, of which 71.0% were
men. Based on medical records, patients were classified
into three exposure categories: HET (50.6%), MSM
(38.6%) and IDU (10.8%). The mean diagnostic year of
patients from group I was 1994 (Table 1). Group II,
comprised 83 HIV-1 positive individuals sampled from
2005 to 2008, of which 59.3% were men (Table 1).
Regarding the exposure categories, group II showed
73.5% of HET individuals and 26.5% of MSM, the mean
diagnostic year being 2005. Most patients of both groups
(39,2% and 50%, respectively) presented T CD4 cells
counts above 400cell/mm3. All patients included in
group II were antiretroviral naive, while 55% of indivi-
duals from group I declared to be under antiretroviral
therapy.

According to the phylogenetic, bootscanning, and in-
formative site analyses of the PR/RT region, the 166
HIV-1 samples from Porto Alegre here analyzed were
classified as follows: subtype B (n = 65), subtype C
(n = 37), CRF31_BC (n = 28), URFs_BC (n = 25), sub-
type F1 (n = 3), URFs_BF (n = 5), and URF_BCF (n = 3)
(Additional file 1: Figure S1). Some of the URFs BC
detected in the present study (n = 13), shared one of the
recombination breakpoints with the CRF31_BC and
were probably created by the recombination of the
CRF31_BC with local subtypes C and B. Since
CRF31_BC and the URFs_BC with a CRF31_BC-related
structure probably share a common evolutionary history,
they were grouped together for further analyses. Other
URFs_BC with a mosaic structure not related to the
CRF31_BC (n = 12) were allocated in a separate group.
The recombination pattern of all URFs and a schematic
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draw of the CRF31_BC-related structure are provided as
Additional file (Additional file 2: Figure S2).

The analyses of HIV diversity and exposure categories
for both time periods are described in Table 2. The ana-
lysis of HIV-1 clades for group I revealed a significant
association (p < 0.05) between MSM exposure category
and subtype B, as well as between IDU patients and sub-
type C. The HIV-1 subtype B variant was responsible for
more than 70% of infections in MSM individuals, while
it represented 50% of infections in HET and only 11% of
infections among IDU. By contrast, the HIV-1 subtype C
variant was more frequent among IDU patients (44.4%)
than among HET (14.3%) and MSM (6.2%) individuals.
The frequency of URFs_BC in the IDU population
(22.2%) was also higher than in the MSM (3%) and HET
(0%) populations (p<0.05). The CRF31_BC and other BC
recombinants with a related mosaic structure were more
frequent in IDU (22.2%) and HET (21.4%) populations
than in the MSM (9.4%) group, while subtype F1 and
BF1 recombinants displayed a higher frequency in the
HET (14.3%) and MSM (9.4%) populations compared to
IDU (0%), although those differences were not statisti-
cally significant.

Analysis of the group II reveals no significant associ-
ation between HIV-1 clades and the exposure category,
even though some differences in the most prevalent
clades circulating in HET and MSM individuals were
evident. Most HIV-1 infections in the HET population
were associated to subtype C (34.4%) and CRF31_BC
and related recombinants (36%), followed by subtype
B (21.4%) and URFs_BC (6.6%). By contrast, the majo-
rity of HIV-1 infections detected in the MSM popu-
lation were related to subtype B (31.8%), followed by
roughly similar frequencies of CRF31_BC and related
recombinants (22.7%), URFs_BC (22.7%), and subtype C
(18.2%). In both groups, the frequency of subtype F1 and
URFs_BF/URFs_BCF was very low (<5%).

The analysis of the temporal dynamics of HIV-1 clades
circulating in the HET and MSM individuals revealed a
significant (p<0.01) decreasing in prevalence of subtype
B in both exposure categories over time (Figure 1). In
1998, 50% of HET and 72% of MSM individuals were
infected by subtype B, passing to 21% and 32% in 2005—
2008, respectively. At the same time, the prevalence of
subtype C, CRF31_BC and related recombinants and
URFs_BC increased in both HET and MSM individuals,
although only the increase of subtype C in HET (14% to
34%) and of URFs_BC in MSM (3% to 23%) were statis-
tically significant (p<0.05) (Figure 1). A decrease in the
prevalence of subtype F1 and URFs_BF was also
observed and it was more pronounced in the HET popu-
lation, in which the frequency of those clades decreased
from 14% to 2% (p<0.05) (Figure 1). When the HET
group was analyzed by gender, it was observed a
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Table 2 HIV-1 subtype frequencies according to the patient’s exposure category
Exposure Category
HET MSM IDU
Group |
Subtype B 21 (50.0) 23 (72.0)* 1(11.0)
Subtype C 6 (14.3) 2 (6.2) 4 (44.6)%
CRF31_BC and related recombinants 9 (214) 3(94) 2(22.2)
URFs_BC - 1(3.0) 2 (222)*
Subtype F1 and URF_BF 6 (14.3) 3(94)
Total (n=83) 42 32 9
Group |l
Subtype B 13 (214) 7 (31.8)
Subtype C 21 (344) 4(182) -
CRF31_BC and related recombinants 22 (36.0) 5(22.7) -
URFs_BC 4 (6.6) 5(227) -
Subtype F1 and URF_BF/URF_BCF 1(1.6) 1 (4.5) -
Total (n=83) 61 22 -

*significant p value <0.05. Values between brackets are relative percentages of the total of the column. HET - heterosexuals; MSM — men who have sex with men;

IDU - injection drug users.

significant (p<0.05) increase of subtype C (8.3% to
33.3%) across time in women, significant (p<0.05) de-
crease of subtype B in both women (50% to 24.2%) and
men (50% to 17.9%) and significant (p<0.05) decrease of
subtype F1 and URFs_BF (12.5% to 0%) in women.

Discussion

The current study compared the HIV-1 molecular epide-
miologic scenario at two distinct time periods in the city
of Porto Alegre, Southern Brazil. Patients from group I,
recruited in 1998 were diagnosed between 1986 to 1998

and were likely infected around the early 1990s. Patients
from group II, recruited between 2005 and 2008 were
diagnosed between 2002 to 2008, and constitute a pic-
ture of the HIV-1 epidemic around the early to middle
2000s. Given the broad scope of these two sample
groups, the analyses performed here have a temporal
feature, shedding some light to the origins of the singu-
lar HIV-1 epidemic in Southern Brazil.

Analysis of the group I revealed a significant associ-
ation between the MSM exposure category and subtype
B, as well as between IDU patients and subtype C. The
MSM and IDU population have played a major role in
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the dynamics of the HIV epidemic in Porto Alegre, par-
ticularly up to the middle 90s (Figure 2). Although harm
reduction policies promoted by the Brazilian Ministry of
Health reduced the proportion of AIDS cases in IDU
from more than 25% before 1990 to around 5% in 2010,
Porto Alegre continues to figure as the Brazilian city
with the highest number of AIDS cases among IDU
[4,22]. No temporal analysis of the epidemic in the IDU
exposure category was performed as a consequence of
the absence of IDU in group II. Selecting a sample of
IDU is not a simple task since injecting drug is an illegal
and stigmatizing behavior, and these individuals are usu-
ally outside the public health services. These results sug-
gest that HIV-1 clades B and C may have been
introduced and initially disseminated in Porto Alegre
through the MSM and IDU transmission networks, re-
spectively. Similar findings have been recently reported
in other Southern Brazilian states. One study reported
an association between subtype C infections and the use
of intravenous drugs among males in the state of Parana
[15], while other studies described an association be-
tween subtype B infections and the MSM population in
Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul states
[14,20,23].

The proposed scenario is consistent with the proposed
evolutionary history of subtype B and C epidemics in
Brazil. Some studies suggest that the pandemic subtype
B clade was introduced in Brazil around 1965-1970, at
least 10-15 years earlier than subtype C [30,31]. Thus,
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the pandemic subtype B is the most probable HIV-1
clade responsible for the initial AIDS cases described
in Brazil, including the city of Porto Alegre, during
the early 1980s, that mostly affect the MSM population
(Figure 2). The proportion of AIDS cases corresponding
to IDU and HET individuals started to growth in Porto
Alegre around the middle 1980s (Figure 2), shortly after
the estimated introduction of subtype C clade [32]. Of
note, the estimated onset date of the CRF31_BC clade
(around the late 1980s) [24], coincides with a peak in
the proportion of AIDS cases due to IDU infections in
Porto Alegre (Figure 2). Since HIV transmission is very
efficient through injecting equipment, super-infections
with distinct viral forms are constant among IDU [33],
which may have allowed the emergence of diverse
recombinants forms, including the CRF31_BC.

Analysis of the group II reveals that by the middle
2000s most HIV-1 infections in the HET population
were associated to subtype C (34%) and CRF31_BC and
related recombinants (36%), while subtype B was the
most common genetic variant in the MSM population
(32%). However, no significant association between HIV-
1 clades and the exposure infection risk were detected at
this second time point. This coincides with other studies
conducted in Porto Alegre between 2002 and 2009, that
also have failed to find a significant association between
HIV-1 clades and the exposure category [17,21]. This
lack of association may be explained by a progressive
intermixing and homogenization of HIV-1 clades
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Figure 2 Proportion of AIDS diagnosed individuals according to exposure categories in Porto Alegre - Brazil. Black line with diamonds
represents Men who have sex with men, grey line with squares represents heterosexuals and gray line with triangles represents injection drug
users. Source: http://www.aids.gov.br/pagina/tabulacao-de-dados - access October 2011.
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between different transmission networks in Porto Alegre
over time, characteristic of a mature epidemic.

Comparison between groups I and II revealed a tem-
poral increase in the proportion of subtype C (from 14%
to 34%) and CRF31_BC and related recombinants (from
21% to 36%) in HET individuals. This is consistent with
a previous coalescent analysis that supports an exponen-
tial expansion of subtype C and CRF31_BC clades in
Porto Alegre during the 1980s and 1990s [34]. This ex-
pansion also coincides with the growing proportion of
AIDS cases in IDU and, particularly, in the HET popula-
tion in Porto Alegre (Figure 2), in agreement with the
process of feminization of the AIDS epidemic observed
throughout the country [4]. Similar to the AIDS Brazilian
epidemic, the present study also observed an increase in
heterosexual transmissions (50.6%-73.5%) and in female
cases (29.0%- 40.7%) between the two groups of patients
(Table 1). It is conceivable that shortly after introduction
into IDU population, subtype C may have passed to HET.
The early introduction of subtype C into the HET group
may have promoted the successful spread of this variant in
Porto Alegre, even after the decrease of HIV infections
among IDU.

An increase in the proportion of subtype C (from 6%
to 18%) and CRF31_BC and related recombinants (from
9% to 23%) between the two time periods was also evi-
dent among MSM individuals from Porto Alegre, thus
providing evidence that dissemination of subtype C and
CRF31_BC was not limited to the HET group. These
results support the hypothesis that some associations be-
tween HIV-1 strains and sexual exposure categories
detected in Brazil may be due to founder effects, rather
than to a different efficacy of transmission of subtypes B
and C through MSM or HET individuals. Analysis of the
MSM population further reveals a significant increase in
the frequency of URFs_BC (from 3% to 23%), that could
be explained by the gradual dissemination of subtype C
into this group coupled to high rates of coinfection and/
or superinfection. Bisexual men and homosexual IDU
might have played an essential role in this process, pro-
moting a linkage between partially isolated transmission
networks.

The overall increase in the prevalence of subtype C
and BC recombinants in Porto Alegre was accompanied
by a proportional decrease in the prevalence of subtype
B in both HET (from 50% to 21%) and MSM (from 72%
to 32%) populations. One hypothesis to explain this re-
sult is that subtype C displays a higher sexual transmissi-
bility than subtype B. Alternatively, the dissimilar
outcome of subtypes B and C in the city of Porto Alegre
may be a consequence of differences in the transmission
networks that promoted the initial dissemination of each
subtype in the city. It is possible that subtype C and the
CRF31_BC gained access to large networks of IDU and

Page 6 of 7

HET groups before subtype B, and this may have condi-
tioned the subsequent dissemination of those clades
among all different exposure categories. The great vari-
ation in the relative prevalence of clades B and C across
different cities in Southern Brazil favors this second hy-
pothesis. Of note, interpretations of the observed pat-
terns should be considered with caution because of the
limited sample size and the absence of IDU in the sec-
ond casuistic. Future studies including larger number of
HIV+ patients within different exposure categories will
be necessary to confirm the observed trends.

Conclusions

The data presented here points to a possible introduc-
tion of subtype B and C through different transmission
networks in the city of Porto Alegre. Subtype B was
probably introduced through the MSM individuals while
subtype C may have been introduced into the IDU net-
work and rapidly disseminated to the HET group. This
study also suggests a trend towards homogenization of
HIV-1 strains across distinct exposure categories as
there has been an overall increase in the prevalence of
subtype C and BC recombinants in both HET and MSM
populations. Understanding the mechanism responsible
for the expansion and contraction of subtypes C and B,
respectively, in Porto Alegre, is of paramount importance
to understand the HIV-1 dynamics in this country region.
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Additional file 1: Figure S1. Neighbor-Joining phylogenetic tree with
Tamura-Nei substitution model of HIV-1 PR/RT region (2253-3413 relative
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CRF31_BC were included. Bootstrap values above 80% obtained for 1000
replicates are shown in the nodes.

Additional file 2: Figure S2. Schematic drawing showing breakpoint
pattern of the URF viruses found in the study. Breakpoint positions were
obtained using Simplot 3.5.1 and numbered according to HXB2
reference. Sequences CRF31_BC related are characterized by the
presence of a slightly smaller or bigger subtype B fragment.
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Background: Entry inhibitors are a class of antiretroviral (ARV) drugs that prevent HIV replication by
blocking viral entry into the host cell. The investigation of naturally occurring mutations associated with
entry inhibitors across subtypes is required because genetic differences between HIV-1 variants may
influence the emergence of drug resistance. Despite the importance of subtype C, which predominates

A 2012 . .= .
ccepted 9 January 20 globally, the majority of studies include only subtype B strains.
Objectives: To investigate the presence of natural resistance mutations to entry inhibitors in HIV-1 sub-
Keywords: d CRF31.BC A
HIV-1 types B, C, and CRF31_BC strains.
Subtypes Study design: Eighty samples were collected from antiretroviral-naive patients. The gp41 gene from 67

patients and the gp120 gene from 65 patients were partially sequenced. Resistance mutations to entry
inhibitors Enfuvirtide, Maraviroc, and Vicriviroc were screened.

Results: ENF resistance-associated mutations of HR1 and HR2 on gp41 were not associated with any sub-
type. However, the major polymorphisms detected in HR1: N42S, L54M, and A67T were most prevalent in
subtype C (p<0.001). Mutations A316T and R315Q in gp120, which are related to MVC and VCV reduced
susceptibility respectively, were predominant in subtype C (p <0.05).

Conclusions: This study shows that many more resistance-associated mutations to entry inhibitors in
ARV-naive patients occur in subtype C compared with subtype B strains. However, further studies will
be necessary to elucidate if the differential genetic background of HIV subtypes can affect the efficacy of

Natural resistance
Entry inhibitors

treatment with entry inhibitors.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Background

Classical therapies for HIV infection inhibit the viral enzymes
reverse transcriptase and protease within the host cell.! Recently,
therapies that target other steps of the HIV replicative cycle have
been developed. Research has focused on the inhibition of the com-
plex machinery of the entry process into the host cell, which has
important implications in the overall viral replicative fitness.2 Only
two entry inhibitors have been approved by the Food and Drug
Administration (FDA),3 Enfuvirtide (ENF) and Maraviroc (MVC),

Abbreviations: ARV, antiretroviral; FDA, Food and Drug Administration; ENF,
Enfuvirtide; MVC, Maraviroc; VCV, Vicriviroc; HR1, first heptad repeat region;
HR2, second heptad repeat region; pol, polimerase; env, envelope; CRF, circulating
recombinant form; URF, unique recombinant form.
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1386-6532/$ - see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.,jcv.2012.01.005

which have been used in addition to other antiretroviral drugs,
especially in cases of therapeutic failure. The entry inhibitor in the
most advanced stage of clinical development until then was Vicrivi-
roc (VCV),> however due to the recent results obtained in the phase
III clinical trial the development of the drug will be discontinued
for the treatment of HIV infection.6

ENF targets the HIV protein gp41 by blocking the conformational
changes necessary for the fusion process, while MVC and VCV are
negative allosteric modulators of the CCR5 cell receptor, leading to
a conformational change that blocks the interaction with gp120.4

Resistance to ENF has been shown to be associated with changes
at amino acids 36-45 in the first heptad repeat region (HR1) of
HIV-1 gp41, mainly in the highly conserved GIV motif at posi-
tions 36-38.7:8 Likewise, others regions mapped within HR1, and
in the second heptad repeat region (HR2), could contribute to ENF
susceptibility.8° On the other hand, in vitro studies have associated
MVC and VCV reduced susceptibility with changes in gp120, mainly
in the V3 loop motif,10-11

The inherent capability of HIV-1 to generate virological failure
is due to HIV high rate of replication and error rate of reverse
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Fig. 1. Location in the HIV reference genome HXB2 of mutations to ENF (gp41) and CCR5 inhibitors (gp120). Blue and green bars highlight the main amino acid sites of
change in gp120 and gp41, respectively, from wild type (amino acids above the bars) to resistant forms (amino acids under the bars). The overall mutation frequency in our
population study are demonstrated. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of the article.)

transcriptase.!? Genetic differences among HIV-1 variants can
influence the emergence of drug resistance, as viral subtypes differ
in their nucleotide composition.!3 Subtypes B and C are dissem-
inated globally, with subtype C being responsible for more than
half of all global infections.!# Despite the predominance of HIV-1
subtype B in the Americas, in the southernmost region of Brazil
subtypes B, C, and CRF31_BC co-circulate.!® This region, in the face
of the worldwide importance of subtypes B and C, represents an
important epidemiological site to compare the mutation profiles of
these subtypes.

2. Objective

The present study aims to investigate the presence of entry
inhibitors resistance-associated mutations and to characterize
the envelope gene polymorphisms in HIV-1 subtypes B, C, and
CRF31_BC from antiretroviral-naive patients.

3. Study design

This study included blood samples from 80 HIV-1 positive and
antiretroviral (ARV) therapy naive patients collected between 2006
and 2007 in Porto Alegre, in southernmost Brazil. The genotypes
of the samples were determined using the pol gene!® according to
the REGA HIV subtyping tool (http://www.bioafrica.net/rega-
genotype/html/subtypinghiv.html). The gp41 and gp120
genes were partially amplified by nested PCR, as described
elsewhere.!6-18 The PCR products were sequenced using Big Dye
Terminator Cycle Sequencing v3.1 (Applied Biosystems, Foster City,
USA). Sequences were manually edited (Bioedit) and compared
with the HXB2 reference sequence retrieved from the Los Alamos
HIV Sequence Database (http://www.hiv.lanl.gov). To examine
envelope (env) subtypes, we reconstructed two phylogenetic trees
by the neighbor-joining method based on the DNA sequences of
gp120 and gp41. The analysis of resistance-associated mutations
to ENF included: (i) mutations in HR1 at codons 36-45 of gp41,
described in the International AIDS Society (IAS): G36D/S, 137V,
V38A/E/M, Q39R, Q40H, N42T, and N43D,!° (ii) mutations in HR1
related to ENF monotherapy: Q32H/R, Q39R, R46M, and V69I,20
and (iii) HR2 mutations: S129N, L130I, E137K, and S138A.%2
The gp120 following mutations related to reduced susceptibility
were considered for MVC and VCV, respectively: (i) A316T, and
1323V,10 and (ii) K305R, R308P, and R315Q.!" Polymorphisms
were arbitrarily defined as mutations that occurred in more than
5% of sequences. In order to better understand the relationship
of the subtypes and the primary resistance to entry inhibitors, all
envelope sequences of ARV-therapy naive individuals with HIV-1
subtypes B and C from the Los Alamos National Laboratory (LANL)

HIV database were downloaded (accessed November 2011). The
dataset contained sequences isolated from different countries
around the world. Statistical comparisons of the subtype groups
were made using Pearson’s x? test with adjusted residues (indicate
the importance of each categories to the ultimate chi-square value)
and Fisher’s exact test using the SPSS 16.0 statistical package; the
significance level was set at p<0.05.

4. Results

Of the 80 samples evaluated, 67 provided a PCR product that
could be sequenced for the partial gp41 gene (HXB2 7648-8245)
and 65 for the partial gp120 gene (HXB2 6816-7380) - Fig. 1. As
expected, 96.25% of the samples were concordant in the pol and env
(gp41 and/or gp120) subtypes. The 80 samples comprised subtype
C (46.26%), B (33.74%), CRF31_BC (10%), or URF (10%). The average
period of positive serology of samples was 33 months; the mean
CD4* T-cell and viral loads were approximately 380 cells/mm? and
4log copies/mL, respectively.

ENF resistance-associated mutations and polymorphisms in the
HR1 and HR2 regions of gp41 are detailed in Table 1. No resistance
mutation was found in codons 36-45 of the HR1 region. The V69I
mutation in HR1, associated with resistance to ENF monotherapy,
was detected in 3% (2/67) of the samples. N42S, L54M, and A67T
were the major polymorphisms detected in the HR1 region, and
were most prevalentin subtype C(p <0.001). HR2 mutations S129N,
L1301, E137K, and S138A were found in 43.2% (29/67) of samples.
In the HR2 region, we found a high prevalence of polymorphisms
in all subtypes.

MVC and VCV mutations related to reduced susceptibility and
polymorphisms in gp120 across the subtypes are summarized in
Table 2. 52.3% (34/65) of samples harbor at least one mutation
related to reduced susceptibility to MVC, corresponding 18.2%
(4/22) of subtype B and 75% (21/28) of subtype C samples. Muta-
tion A316T (19/28 - 67.8%) was most prevalent in subtype C
(p<0.05), and 1323V was exclusively found in subtype C strains.
69.2% (45/65) of individuals had HIV strains harboring at least one
mutation related to reduced susceptibility to VCV, corresponding to
27.3% (6/22) of subtype B and 96.4% (27/28) of subtype C samples.
Mutation R315Q (26/28 - 92.85%) was predominant in subtype C
(p<0.001).

Analysis in Los Alamos database (Table 3) emphasizes the well
described highly conserved amino acid sequence at residues 36-45
of gp41 from ARV-naive patients.22 Moreover a similar profile of
mutations related to ENF was found in our population study and in
sequences derived from the LANL database, except for substitutions
E137K and S138A. This difference may be due to the emergence and
evolutionary history of the subtypes B and C infections in Brazil23-24
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Table 1
Enfuvirtide mutations resistance and subtype-specific polymorphisms of gp41 defined by analyzing adjusted Pearson’s chi-square residues.
Subtype
Mutation ENF B(n=21) C(n=31) CRF31(n=7) URF (n=8) p value Overall (n=67)
V69l 9.5% 0% 0% 0% NS 3%
S129N 23.8% 35.5% 42.85% 12.5% NS 29.8%
L1301 19% 16.12% 14.3% 0% NS 14.9%
E137K 4.7% 6.45% 0% 12.5% NS 5.97%
S138A 4.7% 3.22% 0% 0% NS 3%
Polymorphisms gp41
Q32L/K 14.3% 0% 0% 25% <0.05 7.46%
Adjusted residuals 1.44 -2.16 -0.79 2.01
residuals p value 0.151 <0.05 0.427 <0.05
N42S 33.3% 90.3% 100% 37.5% <0.001 67.16%
Adjusted residuals -3.98 3.75 1.95 -1.9
residuals p value <0.001 <0.001 0.051 0.057
R46K 23.8% 12.9% 0% 25% NS 16.41%
L54M 47.6% 90.3% 100% 25% <0.001 70.1%
Adjusted residuals —-2.72 3.35 1.82 -2.97
residuals p value <0.05 <0.001 0.068 <0.05
A67T 33.3% 80.64% 100% 0% <0.001 58.2%
Adjusted residuals -2.79 3.46 2.37 —3.56
residuals p value <0.05 <0.001 <0.05 <0.001
S129K/G/D/Q/V[Y/H 71.4% 54.8% 42.85% 50% NS 61.2%
L130T/Q/E/X 57.1% 80.64% 85.71% 50% NS 70.1%
E137D/QJE/X 42.85% 74.2% 71.43% 50% NS 61.2%
S138R 9.5% 6.45% 0% 12.5% NS 7.46%

when compared to worldwide molecular epidemiology of these
subtypes. The frequency of mutations related to reduced suscepti-
bility to MVC and VCV derived from the LANL database is correlated
with the find in the present study.

5. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study that evaluates
the prevalence of natural resistance mutations to entry inhibitors

among subtypes B, C, and CRF31_BC. All CRF31_BC samples showed
subtype C envelope patterns, as previously described.2> The URFs
showed different BC recombination patterns (URF_BC).

In Brazil, ENF has been used since 2005 and MVC since 2007
in therapeutic rescue strategies for patients failing to previ-
ous ARV - regimens.26 Due to the dates of sample collection
viral mutations described here, in the ARV-naive population,
were unlikely selected and transmitted from patients under
use of entry inhibitors antiretroviral therapy. Therefore, these

Table 2
CCR5 inhibitors mutations related to reduced suscetibility and subtype-specific polymorphisms of gp120 defined by analyzing adjusted Pearson’s chi-square residues.
Subtype
Mutations CCR5 inhibitors B(n=22) C(n=28) CRF31 (n=8) URF (n=7) p value Overall (n=65)
Vicriviroc
K305R 18.2% 10.7% 0% 42.85% NS 15.4%
R308P 4.5% 0% 0% 14.3% NS 3.07%
R315Q 4.5% 92.85% 75% 42.85% <0.001 55.4%
Adjusted residuals -5,9 5.29 1.19 -0.71
residuals p value <0.001 <0.001 0.233 0.48
Maraviroc
A316T 18.2% 67.8% 75% 42.85 <0.05 49.2%
Adjusted residuals -3.58 2.61 1.56 -0.36
residuals p value <0.001 <0.05 0.129 0.721
1323V 0% 7.14% 0% 0% NS 3.07%
Polymorphisms gp120
K305E/Q/N/A 9.1% 53.5% 62.5% 0% <0.05 33.84%
Adjusted residuals -3.02 2.92 1.83 -2.00
residuals p value <0.05 <0.05 0.067 <0.05
S306G 54.5% 10.7% 0% 0% <0.001 23.1%
Adjusted residuals 431 -2.06 -1.65 -1.53
residuals p value <0.001 <0.05 0.098 0.125
R308H/G/N 63.6% 14.3% 25% 42.85% <0.05 35.4%
Adjusted residuals 341 -3.09 -0.66 0.44
residuals p value <0.001 <0.05 0.512 0.662
G312A 9% 0% 0% 14.3% NS 4.6%
P313G/W/L/M/F 27.3% 0% 0% 28.5% <0.05 12.3%
Adjusted residuals 2.63 -2.63 -1.13 1.39
residuals p value <0.05 <0.05 0.258 0.166
R315H/K/G 13.6% 3.57% 12.5% 0% NS 7.7%
F317L/Y/W/|V 18.2% 7.14% 0% 28.6% NS 12.3%
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Table 3

Subtype-specific primary mutations to Enfuvirtide and CCR5 inhibitors in world-
wide samples downloaded from LANL database; defined by adjusted Pearson’s
chi-square residues.

Mutation ENF Subtype
B (n=406) C(n=416) p value
Q32H/R 1.5% 1.2% NS
R46M 2.4% 1.2% NS
V691 5.6% 2.8% <0.05
S129N 11.6% 34.1% <0.001
L1301 12.5% 20.7% <0.05
E137K 17% 3.4% <0.001
S138A 7.4% 0.7% <0.001
Mutation CCR5 inhibitors Subtype
B(n=621) C(n=460) p value
Vicriviroc
K305R 17% 10.2% <0.05
R308P 11.9% 0% <0.001
R315Q 4% 96.1% <0.001
Maraviroc
A316T 5.9% 66.1% <0.001
1323V 5% 5.6% NS

results are related to naturally occurring mutations to entry
inhibitors.

Resistance to ENF is characterized by a low genetic barrier, as
phenotypic resistance arises with mutations in the codons 36-45.27
Polymorphisms, in parallel with the resistance mutations in differ-
ent portions of the gp41 HR domains, may be associated with the
recovery of gp41 function.2’ Notably, subtype C exhibited higher
polymorphism rates than subtype B along the gp41 sequence
(Table 1). Under selective pressure of ENF, this variation may com-
pensate for the conformational changes induced by mutations in
HR1, as the envelope context in which the HR1 mutations occurred
had a strong impact on phenotypic resistance.?

We found a high prevalence of polymorphisms 318Y (95.4%)
and 319A (92.3%) in the V3 crown region of HIV-1 gp120, which
were associated with increased replicative fitness and reduced sen-
sitivity to ENF.28 The natural polymorphism N42S occurred with
the highest frequency in subtype C (p>0.001) and did not reduce
sensitivity to ENF.”

Different mutational patterns in the V3 region across subtypes
may have clinical significance by influencing the effectiveness of
CCR5 inhibitors. In Brazil, the V3 linage GWGR is extremely com-
mon in subtype B and is rare elsewhere.2® We found that motif
only in subtype B and the frequency of MVC resistance and poly-
morphisms in subtype B was similar to that found by Alencar et al.
(Table 2). However, subtype C, which had not been analyzed for
MVC mutations related to reduced susceptibility in Brazil, showed
high proportion of mutation A316T (67.8% — p<0.05). Mutations
A316T and 1323V have the greatest impact on MVC susceptibil-
ity, although both mutations are required for high-level of reduced
susceptibility.10

Subtype C usually contains a highly conserved GPGQ amino acid
motif at position 312-315, while GPGR is predominant in subtype
B worldwide.29 In this study, 92.85% of subtype C samples har-
bor the R315Q (p<0.001) mutation, a replacement reported to be
associated with reduced susceptibility to VCV.11 Furthermore, we
found in the sequences downloaded from Los Alamos HIV database
a higher rate of mutations related to reduced susceptibility to
allosteric modulators of CCR5 (MVC and VCV) in subtype C, agree-
ing with Gonzalez et al.3? However, despite the in vitro and in vivo
studies show that changes in V3 region are an important resistance
pathway to CCR5 inhibitors, these mutations conferred resistance
only when present in certain genetic contexts since the envelope
seems to modulate the overall effect of these changes.3!

Despite the relatively small sample size, our data corroborates
previous findings, and indicates that subtype C has a natural accu-
mulation of polymorphisms that can generate resistance to entry
inhibitors compared to subtype B. Further in vitro and in vivo studies
are required to elucidate whether the differential genetic back-
ground of the subtypes analyzed affects the efficacy of antiretroviral
treatment with this ARV-class.
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Objective: To estimate the prevalence of the HIV-1 subtype B pandemic (Bpanpemic)
and Caribbean (Bcag) clades in Latin America and to reconstruct the spatiotemporal
dynamics of dissemination of the Bcag clades in the region.

Design: A total of 7654 HIV-1 subtype B pol sequences collected from 18 different
Latin American countries between 1989 and 2011 were analyzed together with subtype
B reference sequences representative of the Bpanpemic (US/France =300) and the Bcagr
(Caribbean =279, Panama=37) clades.

Methods: Phylogeographic and evolutionary parameters were estimated from
sequence data using maximum likelihood and Bayesian coalescent-based methods.

Results: Nonpandemic Bcag strains were probably disseminated from the Caribbean
islands of Hispaniola and Trinidad and Tobago into Latin America since the early 1970s.
The Bcar strains reached nearly all countries from Latin America here analyzed and in
some of them were spread locally, although their overall prevalence in the region is low.
The Bpanpemic clade comprises more than 90% of subtype B infections in most
countries analyzed, with exception of Suriname, French Guyana and probably Guyana,
where both Bpanpemic and Bear clades seem to circulate at a similar prevalence.

Conclusion: This study demonstrates that nonpandemic subtype B lineages of Car-
ibbean origin have been disseminated into Latin America shortly after the estimated
introduction of subtype B in the continent. Despite their early dissemination, the Bcag
strains account for a minor fraction of current HIV-1 subtype B infections in the region
that are mainly driven by spreading of the globally disseminated Bpanpemic clade.
Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Introduction

An estimated 1.5 million people were living with the HIV
type 1 (HIV-1) in Latin America in 2012, most of them
concentrated in Brazil (40%), Mexico (11%), Colombia
(10%), Venezuela (7%) and Argentina (6.5%) [1]. The
HIV prevalence in the adult population (15—49 years)
ranges from 0.2% in Mexico to more than 1.0% in Belize,
Guyana and Suriname [1]. Most of the HIV epidemics in
this region are concentrated in and around networks
of MSM, although heterosexual HIV transmission is

increasing in the older epidemics in South America and
injecting drug use is another significant route of HIV
transmission, especially in the southern cone of South
America and in Mexico [2].

The HIV-1 group M subtype B is the most prevalent clade
in Latin America, accounting for about 70% of infections
in the region [3]. The spread of HIV-1 subtype B in the
Americas probably occurred via a single introduction
event from Central Africa into Haiti around the middle
1960s and later dissemination of the virus from Haiti to
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other Caribbean islands and to the United States [4]. The
virus that entered the United States was further disseminated
from this country to other countries around the world,
establishing a ‘subtype B pandemic’ (Bpanpemic) clade,
whereas other subtype B lineages seem to have remained
mostly restricted to the Caribbean [subtype B Caribbean
(Bcar) clades] [4]. A recent study conducted by our group
analyzed 1042 HIV-1 subtype B pol gene sequences from
14 different Caribbean countries and revealed that nonpan-
demic Beag lineages have been widely disseminated through
the Caribbean region since the late 1960s, accounting for an
important fraction of current HIV-1 infections in several
countries including Haiti and the Dominican Republic
(~75%), Jamaica (~50%) Trinidad and Tobago (~95%), and
other Lesser Antilles (~40—-75%) [5].

Two previous studies suggest that nonpandemic Bcar
lineages may have been also directly disseminated from
the Caribbean islands into South [6] and Central [7]
American countries. The study of Junqueira et al. [0]
identified a few HIV-1 subtype B pol sequences from
Brazil, Colombia, Guyana, Suriname and Venezuela that
were phylogenetically intermixed among basal nonpan-
demic Caribbean sequences, suggesting a direct epide-
miological link between the Caribbean and South
American epidemics. Another recent study showed that
a minor fraction (5.5%) of Panamanian subtype B pol
sequences were also intermixed among nonpandemic
Bear strains and further suggests that some of those Becar.
clades were mainly disseminated in Panama by hetero-
sexual transmission [7]. Overall, these results suggest that
the Bcar clades have not remained confined to the
Caribbean region, but have been also disseminated to
continental regions of the Americas. The relative
prevalence of the Bpanpemic and Bear clades across
different Latin American countries, however, remains
largely unknown.

The objective of this study was to estimate the current
prevalence of the Bpanpemic and Bear clades in Latin
America and to reconstruct the spatiotemporal dynamics of
dissemination of the HIV-1 Bcag clades in the region. For
this, we used a comprehensive dataset of HIV-1 subtype B
pol sequences (n=7654) isolated from 18 different Latin
American countries between 1989 and 2011. These Latin
American sequences were combined with subtype B
reference sequences representative of the Bpanpenic (US/
France =300) and the Bcap (Caribbean/Panama = 316)
clades and then subjected to maximum likelihood and
Bayesian phylogeographic analyses.

Methods

HIV-1 subtype B pol sequence dataset
We downloaded all HIV-1 subtype B pol sequences from
Latin America that covered the entire protease and partial

reverse transcriptase (PR/RT) regions (nucleotides
2253—-3260 relative to HXB2 clone) and were available
at the Los Alamos HIV Database (http://www.hiv.lanl.-
gov) by December 2013. Additional HIV-1 subtype B pol
sequences from Latin America covering only part of the
reverse transcriptase (nucleotides 2673—3203 relative to
the HXB2 clone) were also downloaded for some
countries with few PR/RT sequences available (Bolivia,
Suriname and French Guyana). The subtype assignment
of all sequences included here was confirmed using the
REGA HIV subtyping tool v.2 [8] and by performing
phylogenetic analyses (see below) with HIV-1 group M
subtype reference sequences. Only one sequence per
individual was selected and those sequences containing
frameshift mutations or with incorrect subtype assign-
ment were removed. This resulted in a final dataset of
7654 subtype B pol sequences isolated from 18 Latin
American countries between 1989 and 2011. These
sequences were aligned with subtype B pol (PR/RT)
sequences from the United States (n=165), France
(n=135), the Caribbean (n=279) and Panama (n=37),
representative of the Bpanpemic and the Bear clades as
described previously [5,7]. Sequences were aligned using
the Clustal W program [9] and all sites associated with
major antiretroviral drug resistance in protease (30, 32,
46, 47, 48, 50, 54, 76, 82, 84, 88 and 90) and reverse
transcriptase (41, 65, 67, 69, 70, 74, 100, 101, 103, 106,
115,138, 151, 181, 184, 188, 190, 210, 215, 219 and 230)
were excluded. All alignments are available from the
authors upon request.

Phylogenetic analysis

Maximum likelihood phylogenetic trees were inferred
under the generalized time reversible (GTR)+I4+1
nucleotide substitution model selected using the jMo-
deltest program [10]. The maximum likelihood trees were
reconstructed with the PhyML program [11] using an
online web server [12]. Heuristic tree search was
performed using the subtree-pruning-regrafting (SPR)
branch-swapping algorithm and the reliability of the
obtained topology was estimated with the approximate
likelihood-ratio test [13] based on the Shimodaira—
Hasegawa-like procedure. The maximum likelihood trees
were visualized using the FigTree v1.4.0 program [14].

Analysis of the spatiotemporal dispersion pattern
The evolutionary rate, the age of the most recent
common ancestor (Tyrca) and the spatial diffusion
pattern of nonpandemic HIV-1 subtype B clades
circulating in South America were jointly estimated
using the Bayesian Markov Chain Monte Carlo approach
asimplemented in BEAST v1.8 [15,16] with BEAGLE to
improve run-time [17]. Analyses were performed using
the GTR+I+4T, nucleotide substitution model, a relaxed
uncorrelated lognormal molecular clock model [18], and
a Bayesian skyline coalescent tree prior [19]. The mean
evolutionary rates previously estimated for the subtype B
pol gene (2.0-2.5x 107> substitutions/site per year)

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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[7,20—22] were incorporated as an informative prior
interval. Migration events throughout the phylogenetic
history and the most relevant migration pathways were
reconstructed using a reversible discrete phylogeography
model and the Bayesian stochastic search variable selection
approach [23], with a continuous-time Markov chain
(CTMC) rate reference prior [24]. Three Markov Chain
Monte Carlo chains were run for 500 x 10° generations and
then combined using LogCombiner v1.8. Convergence
and uncertainty of parameter estimates were assessed by
calculating the effective sample size and 95% highest
probability density (HPD) values, respectively, after
excluding the initial 10% of each run with Tracer v1.6
[25]. The maximum clade credibility tree was summarized
with TreeAnnotator v1.8 and visualized with FigTree
v1.4.0. Migratory events were summarized using the cross-
platform SPREAD application [26].

Results

Detection of HIV-1 subtype B Caribbean clades
in the majority of Latin American countries

In order to estimate the relative prevalence of pandemic
(BpanpEmic) and nonpandemic (Bear) subtype B
lineages in Latin America, pol (PR/RT) sequences from
different Latin American countries were divided into six
subsets: Central America (n=688), Mexico (n=1677),
Argentina (n=1548), Brazil-I (n=1329), Brazl-II
(n=1329) and other South American countries
(n=1909). A seventh subset containing shorter subtype
B pol (reverse transcriptase) sequences from some Latin
American countries poorly represented in the PR/RT
dataset (Bolivia =45, French Guyana = 108,
Suriname = 21) was also constructed. Each of the seven
Latin American subsets was combined with a reference
subtype B dataset selected from a previous study [5]
containing 500 sequences representative of the Bpan.
DEMIC (US/France =300) and the BCAR (Caribbean =200)
clades (Table S1, http://links.Iww.com/QAD/A619).
The maximum likelihood analyses of all PR/RT (Fig. 1a
and Fig. S1, http://linksIww.com/QAD/A619) and
reverse transcriptase (Fig. 1b) subsets confirmed the
complete segregation of the Bpanpemic reference
sequences in a highly supported (approximate like-
lihood-ratio test >0.90) monophyletic clade nested
within basal Bcar reference sequences. The maximum
likelihood analyses also confirmed the circulation of
Bcar sequences in most Latin American countries,
although with highly variable prevalence (Fig. 2 and
Table S2, http://links.Iww.com/QAD/A619). The
Bear sequences reach a high prevalence (40-50%) in
French Guyana and Suriname; low prevalence (1-10%)
in Brazil, Colombia, Ecuador, Mexico, Panama and
Venezuela; and very low prevalence (<1%) in Argentina,
El Salvador, Honduras and Peru. We found no evidence
of circulation of Beapr clades in Bolivia and Chile. The
number of PR/RT or reverse transcriptase sequences

from Belize, Costa Rica, Guatemala, Guyana, Nicaragua,
Paraguay and Uruguay was too small (n <10) to allow any
conclusion about the relative prevalence of different
subtype B clades circulating in those Latin America
countries.

Spatiotemporal dispersal pattern of the HIV-1
subtype B Caribbean clades in Latin America

To reconstruct the origin and spatiotemporal dynamics of
nonpandemic subtype B Latin American lineages, the
HIV-1 Bear PR/RT sequences with known sampling
date from Latin America here identified (n=103) were
combined with Bcar PR/RT sequences from the most
widely sampled (1 >10) Caribbean islands [Dominican
Republic (n=123), Jamaica (n=73), Trinidad and
Tobago (n=>50), and Haiti (n=12)] and from Panama
(n=237), previously identified [5,7]. The Bcar sequences
were further aligned with subtype D PR/RT sequences
(n=10) from the Democratic Republic of Congo that was
pointed as the most probable source of subtype B strain
introduced in the Americas [4]. HIV-1 subtypes B and D
sequences were classified into 14 discrete geographic
locations (Table S3, http://links.Iww.com/QAD/A619)
and subjected to Bayesian phylogeographic analysis.

The mean estimated evolutionarg rate of the HIV-1
Bear/D pol dataset was 2.1 X 1077 substitutions/site per
year (95% HPD 2.0 x 107> — 2.2 x 10~ substitutions/
site per year), whereas the corresponding median
coefficient of rate variation was 0.31 (95% HPD:
0.27-0.35), supporting the selection of a relaxed
molecular clock model. The root location of the HIV-
1 subtype B ancestor was most probably placed in the
island of Hispaniola (Dominican Republic/Haiti)
(posterior state probability=0.92) (Fig. 3), consistent
with previous findings [4,5]. The median estimated
Tamrca of subtypes B/D (1956), subtype D (1968) and
subtype B (1968) were also very similar to that previously
obtained using different pol and env datasets [4,5] (Table
1). The close match of major spatiotemporal calibration
points across different studies validates the time scale
inferred from this analysis and indicates that the overall
phylogeographic reconstruction was quite robust to the
inclusion of new Bcar sequences from Latin America.

After the introduction of HIV-1 subtype B into
Hispaniola around the middle 1960s, nonpandemic
Bear lineages were independently disseminated to other
countries from the Caribbean and Latin America from
the early 1970s onwards. Some of those viral migrations
seeded secondary outbreaks that resulted in the origin of
several country-specific Bcar subclades including those
previously identified in Trinidad and Tobago (Bcar_tT)
[4,5], Jamaica (Bcargm-1) [5] and Panama (Bear-pa-rs
BCARfPAfH and BCAR—PAJII) [7], and others here
identified in Argentina (Bcar_ar), Brazil (Bcar_sr-1
Bearsron and Bearosrom), Guyana  (Bear-gy)s
Mexico (Bear-mxar and Beap-mxon) and Venezuela

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Fig. 1. Maximum likelihood phylogenetic tree of (a) HIV-1 subtype B pol protease and partial reverse transcriptase sequences
(~1000 nucleotides) circulating in Central America (n=688) and representative sequences of the Bpanpemic (US=165,
France =135) and the Bcag (Caribbean =200) clades; (b) HIV-1 subtype B pol reverse transcriptase (~600 nucleotides)
sequences from Bolivia (n = 45), French Guyana (n = 108), Suriname (n = 21) and the representative sequences of the Bpanpemic
and the Bcag clades. Branches are colored according to the geographic origin/clade classification of each sequence as indicated at
the legend (bottom right). The Bpanpemic clade was collapsed for visual clarity. The approximate likelihood-ratio test support
values are indicated at key nodes. Trees were rooted using HIV-1 subtype D reference sequences. The branch lengths are drawn to
scale with the bar at the bottom indicating nucleotide substitutions per site. Bcagr, subtype B Caribbean; Bpanpemic, subtype B

pandemic.

(Bcar-ve) (Fig. 3). The nonpandemic clades Bear -1
Beargmor and Bearepror seem to have originated
around the early 1970s, whereas most of the remaining
country-specific Bcar clades probably arose between the
late 1970s and the middle 1980s (Fig. 3 and Table 1).

Reconstruction of viral migrations across time suggests
that Hispaniola was the major hub of dissemination of
nonpandemic subtype B clades in the region and further
identified a few secondary hubs in the Caribbean
(Trinidad and Tobago) and South America (Brazil and
Guyana) (Fig. 4a and 4b). The Bcar_tT clade was

independently disseminated from Trinidad and Tobago to
other Caribbean islands and to several South American
countries including Brazil, Guyana (originating the
Bear_gy clade), Suriname and Venezuela. The Beap.
Gy clade was disseminated from Guyana to Suriname and
the Bear_proy clade was disseminated from Brazil to
Argentina at multiple times (originating the Bcar_ar
clade). The Bayes factor tests for significant nonzero rates
supports epidemiological linkage between Hispaniola and
most other Caribbean and Latin American countries
included in the study (with exception of Argentina and
Guyana) as well as between Trinidad and Tobago and

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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Honduras
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Fig. 2. Estimated proportion of Bcag and Bpanpemic clades among HIV-1 subtype B-infected individuals from different Latin
American countries according to the maximum likelihood analyses. The total number of sequences analyzed in each locality is
indicated. Proportions in Panama were estimated in a previous study [7]. Proportions in Latin American countries poorly sampled
(n <10) were not estimated. Bcag, subtype B Caribbean; Bpanpemic, Subtype B pandemic.
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Fig. 3. Time-scaled Bayesian Markov Chain Monte Carlo tree of pol protease and partial reverse transcriptase sequences of HIV-
1 Bcar lineages from Latin America and the Caribbean, and subtype D reference sequences from the Democratic Republic of
Congo (DRC). Branches are colored according to the most probable location state of their descendent nodes as indicated in the
legend (bottom right). Colored circles indicate the positions of nodes corresponding to the most recent common ancestors of major
country-specific clades (clade size >4). Branch lengths are depicted in units of time (years). The tree was automatically rooted

under the assumption of a relaxed molecular clock.

Table 1. Bayesian time-scale estimates of most recent common ancestor of HIV-1 subtypes B and D and major subtype B Caribbean clades from

Latin America and the Caribbean.

Turea Cabello et al. [5]

Tmrea Gilbert et al. [4]

Clade Tumrea current study
Subtypes B/D 1956 (1946-1963)
Subtype D 1968 (1961-1973)
Subtype B 1968 (1963-1972)
BearTT 1973 (1969-1976)
Bcarm-1 1973 (1969-1976)
Beargm-ti 1982 (1977-1987)
Bcar-Br-1 1973 (1971-1977)
Bcar-BR-1 1979 (1975-1983)
BcAR-BR-1I 1983 (1977-1987)
Bear-mx-1 1980 (1974-1986)
Bear-mxai 1981 (1976-1987)
Bcar-pa-i 1977 (1973-1981)
Bear-pa-il 1980 (1976-1984)
Bcar-pA-ll 1989 (1983-1995)
Bcar-Ar 1979 (1975-1982)
Bear-ve 1978 (1974-1983)
Bcar-cy 1980 (1977-1984)

1952 (1943
1965 (1958
1964 (1959
1969 (1966
1971 (1967

-1960)
-1971)
—-1969)
-1973)
-1975)

1954 (1946-1961
1966 (1961-1971
1966 (1962-1970

(

)
)
)
1973 (1970-1976)

Bcar.ar, subtype B Caribbean subclades in Argentina; Bcar sr, Subtype B Caribbean subclades in Brazil; Bcag.cy, subtype B Caribbean subclades
in Guyana; Bcagr-m, subtype B Caribbean subclades in Jamaica; Bcar-mx, subtype B Caribbean subclades in Mexico; Beag-pa, subtype B Caribbean
subclades in Panama; Beag-tr, subtype B Caribbean subclades in Trinidad and Tobago; Bcar.ve, subtype B Caribbean subclades in Venezuela;

Tmrca, age of the most recent common ancestor.
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Fig. 4. Spatiotemporal dynamics of dissemination of nonpandemic HIV-1 Bcag clades in Latin America. (a and b) Viral migration
events occurred between 1970 and 2013 are indicated. Lines between locations represent branches in the Bayesian maximum
clade credibility tree along which location transitions occurred. The line’s color informs the estimated years of the viral migrations
and only the earliest transitions between each location pair were represented. (c and d) Most significant epidemiological links of
the dissemination process of Bcag clades. Only epidemiological links supported by Bayes factor rates more than 3 are displayed.
Viral migrations and most significant epidemiological links connecting the Hispaniola (a and c) and Trinidad and Tobago (b and d)
with Latin American countries were separated in independent panels only for visual clarity. Bcag, subtype B Caribbean.
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Jamaica/Guyana/Brazil, between Brazil and Argentina,
and between Guyana and Suriname (Fig. 4c and 4d and
Table S4, http://links.Iww.com/QAD/A619).

Discussion

The HIV-1 subtype B virus was probably originally
introduced into Haiti seeded by the epidemic from the
Democratic Republic of Congo around the middle 1960s
[4]. After a short period of local expansion within the
island of Hispaniola (shared by Haiti and the Dominican
Republic), the virus seems to have moved out on several
independent occasions. The introduction of the virus into
the United States around the late 1960s explosively
amplified the number of new cases of HIV-1 subtype B
infection and originates a Bpanpemic strain that was
disseminated across the world [4]. Other secondary
outbreaks simultaneously emerged in the Caribbean [5]
and Latin America [6,7] as the result of short-distance
disseminations of nonpandemic Bgap strains out of
Hispaniola. This study demonstrates that Bcagr strains
reached nearly all countries in Latin America, although
their prevalence 1s usually much lower than that estimated
for the Bpanpemic clade (Fig. 2). The only exceptions in
the region were Suriname, French Guyana and probably
Guyana, where both Bpanpemic and Bear clades seem
to circulate at roughly similar prevalence.

Our results indicate that Haiti and Dominican Republic,
which together are home to about 75% of people living with
HIV in the Caribbean [27], were probably the major sources
of Bear lineages disseminated into the region. Nonpan-
demic Beap strains started to spread from Hispaniola in the
beginning of the 1970s and would have reached Trinidad
and Tobago, Jamaica, Brazil, Colombia, Ecuador, El
Salvador, Honduras, Mexico, Panama, Suriname and
Venezuela in the following years. Trinidad and Tobago
can be viewed as a secondary hub, seeding tertiary Beagr.
outbreaks in short-distanced countries such as Jamaica,
Venezuela, Guyana and Brazil. Jamaica, by contrast, seems to
have played a minor role in the regional dispersion of Bcar
strains. We also identified short-distance spreading of Bcar.
lineages from Brazil to Argentina and from Guyana to
Suriname, indicating that some South American countries
also acted as secondary hubs of dissemination of nonpan-
demic subtype B lineages in the region.

Although Dominican Republic, Haiti and Trinidad and
Tobago were pointed as the most important sources of
Bear lineages disseminated to Latin America, we cannot
rule out the possible role of other Caribbean islands with
high prevalence of Bcagr strains such as Martinique,
Guadeloupe and other Lesser Antilles [5] not included in
our phylogeographic analysis because of the very low
numbers (n <10) of PR/RT sequences available. This
geographical sampling bias may have resulted in an

overestimation of the role of Dominican Republic, Haiti
and Trinidad and Tobago as source of Beagr lineages in
the region. The use of more geographically balanced
HIV-1 subtype B Caribbean datasets will be of paramount
importance to obtain more precise estimates of the
contribution of each Caribbean island in the regional
dissemination of nonpandemic subtype B strains.

Several country-specific Bcar clades were detected in
Argentina, Brazil, Guyana, Mexico, Panama and
Venezuela, suggesting that despite their overall low
prevalence, nonpandemic subtype B lineages have been
disseminated locally in several Latin American
countries. Estimation of the Typca of those
country-specific Bcapr clades further suggests that Bcagr.
lineages started to be disseminated from the Caribbean
into Latin America between the early 1970s and the
early 1980s. This time scale coincides with the global
dissemination of the Bpanpemic clade from the United
States [4] and with the estimated origin of several
Bpanpemic lineages in Latin America [7,28]. Although
the Bpanpemic and the Bear clades probably arrived at
the same time in Latin America, the Bpanpemic strain
was able to ignite much larger outbreaks and infected a
much larger number of individuals than any Boap_ strain
in most of the countries analyzed.

The different epidemic outcomes of the Bpanpemic and
Bear lineages in Latin America could be related to
virological and/or sociological factors. Notably, the
highest HIV prevalence rates (>1%) in Latin America
and the Caribbean were detected among countries with a
high proportion (>50%) of Bcar clades like Haiti,
Bahamas, Guyana, Jamaica and Trinidad and Tobago [5],
thus arguing against the hypothesis of a low epidemic
potential of Bcapr lineages. Transmission route is clearly
an important factor shaping the HIV dissemination
dynamics and major differences in the epidemic outcome
of distinct subtype B clades may have appeared as a
consequence of differences in the underlying transmission
networks. We suggest that in most Latin American
countries the Bpanpemic strain was introduced and
initially disseminated within highly connected networks
of MSM and injecting drug users, whereas the Bcagr
clades were mainly disseminated through heterosexual
networks with lower rates of partner exchanges, which
may explain the more successful dissemination of the

Bpanpemic lineage.

The remarkably successful dissemination of Bcagr clades
in some northern countries of South America including
French Guyana, Suriname and Guyana, probably reflects
the high mobility of people between these countries and
the Caribbean islands [29]. This is facilitated not only by
the geographical proximity of those South American
countries to the Caribbean islands, but also by cultural,
linguistic and socioeconomic ties. Suriname and Guyana
are members of the Caribbean common market, an

Copyright © 2015 Wolters Kluwer Health, Inc. All rights reserved.
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organization of 15 Caribbean nations and dependencies
that also includes Bahamas, Belize, Haiti, Jamaica,
Trinidad and Tobago and several other Lesser Antilles
islands. The Caribbean common market not only
promotes economic integration, but also facilitates the
free movement of individuals for tourism or labor among
countries. It is noted that a significant proportion (10%)
of immigrants residing in Trinidad and Tobago are from
Guyana [29], which may explain the epidemiological link
observed between nonpandemic Bear 1T and Bear gy
clades circulating in Trinidad and Tobago and Guyana,
respectively.

The higher frequency of Bcar clades in Colombia,
Panama and Venezuela (4—9% of subtype B infections)
when compared with other Latin American countries
(<2% of subtype B infections) also probably reflects a
more frequent population mobility as a consequence of
greater geographical proximity and historical links. It is
interesting to note that the first reported Panamanian
AIDS case was a Haitian woman diagnosed in September
1984 [30], which supports a longstanding presence of
viruses of Caribbean origin in Panama. This country is
also an important commercial hub because of the
presence of the Panama Canal that promotes transit of
people and goods. Junqueira et al. previously noted that a
boom in oil production in Venezuela attracted
immigrants from several countries in the region between
1970 and 1980, including people from Trinidad and
Tobago and the Dominican Republic, which may have
promoted the introduction of Bcar strains into
Venezuela during that time. Furthermore, Colombia
and Venezuela have been pointed out as the most
important source countries in South America for
tourists and labor migrants (including female sex
workers) to many Caribbean islands (particularly in
the Netherlands Antilles) [29].

In summary, this study demonstrates that several
nonpandemic HIV-1 Bcagr strains have been dissemi-
nated from the Caribbean into Latin America since the
early 1970s. The Bcar strains reached nearly all
countries from Latin America here analyzed and in
some of them were spread locally, establishing secondary
outbreaks. Despite the early and widespread dissemina-
tion of Bcag strains in the continent, HIV-1 subtype B
epidemics in most Latin American countries were
mainly driven by the Bpanpemic clade that accounts for
most (>90%) of current HIV-1 subtype B infections in
the region. The only exceptions were Suriname, French
Guyana and probably Guyana, where both Bpanpemic
and Bcapr clades seem to circulate at roughly similar
prevalence as observed in many Caribbean islands.
Intraregional population mobility combined with
chance founder events in populations with high rates
of partner exchange were probably the major forces
driving the actual distribution of the different subtype B
strains in the Americas.
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3.1. Introducao

O avanco nas técnicas de sequencia-
mento do DNA tem permitido um crescente
aumento no ndmero de genomas disponiveis
em bancos de dados publicos. Esta maior dis-
ponibilidade exigiu um grande aumento na ca-
pacidade computacional de armazenamento e
no investimento em desenvolvimento de téc-
nicas de processamento adequadas para a
analise destes dados. Algoritmos de analise
tiveram de ser criados e aperfeicoados e,

3. Alinhamentos

Dennis Maletich Junqueira
Rodrigo Ligabue Braun
Hugo Verli

dentre estes, as técnicas de alinhamento de
sequéncias tornaram-se ferramentas essen-
ciais e primordiais na andlise de sequéncias
bioldgicas. Atualmente, diversos programas
online, ou mesmo de instalacao local, sao ca-
pazes de alinhar centenas de sequéncias em
poucos minutos.

Devido a extensao de suas aplicacées, o
alinhamento de sequéncias bioldgicas € um
processo de fundamental importancia para a
bioinformatica. Conceitualmente, os alinha-
mentos sdo técnicas de comparagao entre
duas ou mais sequéncias bioldgicas, que bus-
cam series de caracteres individuais que se
encontram na mesma ordem nas sequéncias
analisadas.

Em geral, as moléculas consideradas
por estes programas, sejam elas formadas
por nucleotideos (DNA ou RNA) ou aminoaci-
dos (peptideos e proteinas), séo polimeros
representados por uma série de caracteres, e
a comparacao entre as moléculas depende
apenas da comparacdo entre as respectivas
letras. Apesar da facilidade e da aparente
simplicidade do processo, a andlise de simila-
ridade das sequéncias é uma tarefa complexa
e uma etapa decisiva para grande parte dos
meétodos de bioinformatica que fazem uso de
sequéncias bioldgicas.

Durante o alinhamento, as sequéncias
sdo organizadas em linhas e os caracteres
bioldgicos integram as colunas do alinha-
mento (Figura 1-3). Seguido a organizacdo ini-
cial, algoritmos especificos buscardo a
melhor correspondéncia para as sequéncias
em questdo, permitindo a criacao de espacos
entre estes caracteres para que, ao final, to-
das as sequéncias tenham o mesmo compri-
mento. Isto possibilita uma facil visualizacao
da similaridade, permitindo que caracteres
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Sequéncia 01 ~ 71 G G G G
Sequéncia 02 CTTGT1 TCAGCTTCAGCTCGTCG
Sequéncia 03 CTTGTT TCAGCTTCAG G
Sequéncia 04 G G C G

* * * *

b' .......................
Sequéncia 01 ATATACTTGATCGATCAGCATCAG
Sequéncia 02 ----- I'TG G G
Sequéncia03 ----- I'TGT1T TCAGCTTCAG
Sequéncia 04 ATATACTTGATCGATTAGCTTCAG

* % % % 7

@ @

G G G_-“"\J (} : L&) e o
GT----G---GAG GTATGTGTG-TG
*

Figura 1-3: Alinhamento de quatro sequéncias de nucleotideos envolvendo 55 caracteres. a)
Grupo de sequéncias nado alinhadas, cada sequéncia ocupando uma linha individual. 4) Grupo de
sequéncias alinhadas, onde caracteres idénticos sao dispostos em uma mesma coluna e estas
sao identificadas por asteriscos (dispostos na parte inferior do alinhamento). Nucleotideos
ausentes em determinadas sequéncias sao substituidos por hifens para identificar eventos de

insercao/delecao.

idénticos ou similares em cada uma das se-
quéncias integrem a mesma coluna. A ideia
central destes algoritmos e minimizar as dife-
rencas entre as sequéncias, buscando um ali-
nhamento ¢6timo. Comumente, a similaridade
entre as sequéncias envolvidas é expressa
pelo termo identidade, que quantifica a por-
centagem de caracteres idénticos entre duas
sequéncias.

A relevancia e abrangéncia do uso do
método tornam os procedimentos de alinha-
mento o cerne para diferentes campos dentro
da grande area da bioinformatica. Aléem de
fundamentais em pesquisas de filogenética e
analise evolutiva, os alinhamentos sao exigi-
dos em estudos de inferéncia estrutural e
funcional de proteinas, analises de similarida-
de e identificacao de sequéncias e em estudos
aplicados ao campo da genémica.

Através dos métodos de alinhamento, é
possivel obter informacées a respeito da re-
lagao evolutiva entre organismos, individuos,
genes ou entre sequéncias diversas (Figura
2a-3). Se duas sequéncias distintas podem
ser alinhadas com certo grau de similaridade,
é possivel inicialmente assumir que elas com-
partilharam, em algum momento do tempo
passado, um ancestral comum e, por isso,
sao evolutivamente relacionadas. A partir da
separacao destas sequéncias de seu ances-
tral comum, individualmente cada uma delas

acumulou diferentes variacées ao longo do
processo evolutivo. O termo homologia é uti-
lizado frequentemente para definir estes
eventos onde, através da relacdo de ances-
tralidade, dois individuos distintos possuem
regides em seu DNA (incluindo regides codifi-
cantes) herdadas de um ancestral comum.
Neste caso, a similaridade deve-se a descen-
déncia comum e, portanto, as sequéncias en-
volvidas na analise sao ditas homdlogas.

Cabe ressaltar que a homologia ndo re-
quer necessariamente alta identidade de ca-
racteres entre as sequéncias, uma vez que a
maior ou menor identidade entre elas depen-
dera da taxa de evolucao do organismo ou da
espécie (consultar capitulo 5). Ainda, a simi-
laridade entre sequéncias pode ser gerada
ndo somente por descendéncia, mas por
pressao seletiva de um determinado ambien-
te. Nestes casos, teremos regiées similares
na sequéncia de nucleotideos (ou aminoaci-
dos) que surgiram de maneira independente,
sem qualquer relacdo de descendéncia, e
evoluiram por convergéncia, ndao sendo por-
tanto homodlogas. Assim, nao é possivel
quantificar a homologia entre as sequéncias
envolvidas, somente dizer se ha ou nao.
Quando identificamos quantos caracteres se
repetem nas mesmas posicdes entre duas ou
mais sequéncias estamos, de fato, verificando
a identidade entre estas, e nao a homologia.
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Alfa-hélice

Sequéncia 01 T TG G G G
Sequéncia 02 ----- TTG TCAGCT G
Sequéencia 03 ----- G TCAGCT G
Sequéncia 04 . IGATCGATTAGCT G
* K kK * % * K * ok * * ok k k&
b. .........
Desconhecida DCOEHGI
Conhecida ® EFGI D
*hkkkkkhkk *k k* Fhkrkkhkirkhkihkkkikik*k
c. ........................
Desconhecida KNDCQE LKMI
Conhecida = KHPKMCD KD--1
* *
&  Gassaes remem—
Nao Afetado ~TATACTTGTTCGATCAGCTT
N&o Afetado ATATACTTGTTCGATCAGCTT
Afetado ATATACTTGTTCGATCAGCT
Afetado ATATACTTGTTCGATCAGCT

*khkkhkkhkkkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkhkhkkrkhkrkhkrkhkdkhkkhkhkdkhkhkhkhkkkx

Sequeéncia 01
Sequéncia 04

Sequéncia 02

Sequéncia 03

kkkkhkkkhkxkhk *xhkkhkirkkk

Beta-folha

RS S SRS EEEEE SRR EEEEEEE IS S * *

Funcao catalitica

* ok ok ok ok ok ok ok ok ok

Figura 2-3: Aplicacdes dos meétodos de alinhamento de sequéncias bioldgicas. a) Inferéncia
filogenética a partir do alinhamento de quatro sequéncias de nucleotideos. b) Inferéncia da
estrutura de uma proteina alvo (Desconhecida) a partir do alinhamento com uma sequéncia de
aminodacidos cuja estrutura tridimensional € conhecida (Conhecida). ¢) Inferéncia da funcao de
um dominio proteico a partir da comparacao de sequéncias de aminodcidos. d) Comparacao de
sequéncias de uma porcao de determinado gene de individuos afetados e ndo afetados por uma
doenca genética. Os asteriscos identificam colunas com total similaridade dos caracteres.

As técnicas de alinhamento vém se
mostrando fundamentais na construcdo de
algoritmos que visam comparar a informacao
de diversas sequéncias bioldgicas. A exemplo
do programa BLAST, estes algoritmos permi-
tem comparar uma sequéncia alvo com mi-
lhares de dados disponiveis em grandes
bancos de armazenamento, fornecendo um
valor de significancia estatistica associada a
esta comparacao de similaridade. Devido a
facilidade de acesso e rapidez no processa-
mento de dados, estes programas vém cada
vez mais ampliando as possibilidades e op-
¢Ges para o tipo de comparagao ou pesquisa a
ser realizada.

Os meétodos de alinhamento podem ain-
da ser necessarios para fornecer informa-
¢Ges a respeito da fungao e da estrutura de
sequéncias bioldgicas, particularmente nos
alinhamentos de ribonucleotideos e amino&ci-
dos (Figura 2-3). Nestes casos, a similaridade
entre duas ou mais sequéncias (dada em por-

centagem) revela padrdes referentes a com-
posicdo quimica e podem  fornecer
embasamento para a definicdo de um arranjo
tridimensional semelhante, principalmente no
caso de proteinas (Figura 2b-3). A mesma
relacdo é feita para inferir a funcao de domi-
nios de uma proteina recém-descoberta, ain-
da sem funcéo definida. Sabendo que sua
forma esté diretamente relacionada a sua
funcdo, através da comparacao com outras
proteinas com estrutura e funcao ja estabe-
lecidas, é possivel inferir a funcao realizada
por determinado dominio da proteina sob in-
vestigacdo (Figura 2c-3). Nestes casos, as
sequéncias envolvidas no alinhamento nao
sdo necessariamente homologas. Através do
fendmeno da evolugao convergente, diferen-
tes regides codificantes do DNA podem gerar
produtos proteicos com funcdes similares,
sem obrigatoriamente compartilharem um
ancestral comum.

Finalmente, as técnicas de alinhamento
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tém grande importancia para a andlise de ge-
nes e genomas. Com o aumento da disponibi-
lidade de sequéncias nucleotidicas de
genomas completos, e mesmo com o surgi-
mento de modernas técnicas de biologia mo-
lecular, como o microarray e deep
sequencing, os meétodos de comparacao per-
mitiram o entendimento a respeito da variabi-
lidade genética de individuos e populacées.

A comparacao entre genomas de dife-
rentes espécies, ou até mesmo de individuos
da mesma espécie, possibilita a andlise de va-
riacGes (mutacdes ou polimorfismos) nas se-
quéncias e, em alguns casos, permite a
identificacdo de relacées entre variacées no
DNA e susceptibilidade a determinadas doen-
¢as, beneficiando o campo da genética e dreas
relacionadas. Adicionalmente, como um re-
curso para a caracterizacdo de eventos evo-
lutivos, os alinhamentos permitem analises
comparativas entre genomas. A abrangéncia
e importancia evolutiva dos eventos de que-
bra e reparo de DNA, ou mesmo dos eventos
de recombinacao, inversdes e translocacoes,
tem sido desvendados, primariamente, atra-
ves dos métodos de alinhamento.

Além do alinhamento de sequéncias, o
alinhamento de estruturas constitui outra im-
portante ferramenta em estudos de bioinfor-
matica. A metodologia é bastante diferente
daquela empregada em alinhamentos de se-
quéncias, pois passamos de um problema uni-
dimensional para um problema
tridimensional. Sua utilizagao passou a ser di-
fundida a partir de 1978, com o trabalho de
Rossmann e Argos, comparando os sitios ati-
vos de enzimas cujas estruturas eram conhe-
cidas até aquele momento. Os meétodos de
sobreposicao simples de estruturas estao
disponiveis ha mais tempo, tendo sido pro-
postos a partir da década de 1970, enquanto
os metodos de comparacao e alinhamento se
desenvolveram  posteriormente,  principal-
mente a partir da década de 1990.

A comparacao de estruturas se refere a
andlise de similaridades e diferencas entre
duas ou mais estruturas, enquanto o alinha-
mento de estruturas se refere a determina-
¢ao de quais aminoacidos seriam equivalentes

entre tais estruturas. E importante destacar
também a diferenca entre alinhamento e so-
breposicdo de estruturas. Apesar desses ter-
mos ainda serem empregados na literatura
como sinénimos, eles se referem a procedi-
mentos diferentes. Conforme mencionado
acima, enquanto o alinhamento de estruturas
busca identificar equivaléncias entre pares de
aminoacidos nas estruturas a serem sobre-
postas, a sobreposicdo necessita desse co-
nhecimento prévio sobre as equivaléncias.

Sendo assim, a sobreposicéo estrutural busca so-
lucionar um problema muito mais simples, ou seja, mi-
nimizar a distancia entre dois residuos j& reconhecidos
como equivalentes. Isso se da por encontrar transfor-
macdes que satisfazem o menor desvio médio quadra-
tico (RMSD) ou as equivaléncias maximas dentro de um
valor limite para o RMSD.

Considerando que a estrutura das pro-
teinas é mais conservada que a sequéncia, o
alinhamento de estruturas confere maior es-
pecificidade ao alinhamento de sequéncias
quando comparado ao alinhamento de se-
quéncias independente de estrutura. A maio-
ria dos métodos de sobreposicdgo de
estruturas é adequado para identificar simi-
laridades entre estruturas proteicas. O ali-
nhamento de duas ou mais estruturas,
porém, constitui uma tarefa mais dificil, e sua
precisao depende tanto do meétodo usado
quanto do objetivo do usuario.

3.2. Alinhando sequéncias

A primeira vista, o processo de alinha-
mento entre diferentes sequéncias parece
simples e nao sujeito a qualquer tipo de erro.
No entanto, esta afirmativa sé é verdadeira
em casos onde os organismos envolvidos
possuem uma baixa taxa evolutiva (Figura 3a-
3). Quando consideramos sequéncias homo-
logas amostradas de organismos com alta
taxa evolutiva, ou até mesmo sequéncias si-
milares, porem ndo homdlogas, nos depara-
mos com casos particulares que tornam o
processo de alinhamento complexo e, muitas
vezes, sujeito a uma interpretacao especial-
mente subjetiva por parte do usudrio (Figura
3b-3).
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A comparacao de sequéncias homolo-
gas de organismos evolutivamente distantes
e um desafio para os programas de alinha-
mento. As diferentes pressées seletivas mol-
dam os genomas de maneira imprevisivel e,
muitas vezes, acarretam a perda ou ganho de
nucleotideos ao longo do processo evolutivo.
Para estes casos, a adicao de lacunas (gaps)
em matrizes de alinhamento, representadas
por “-”, é possivel e muitas vezes necessaria.
As lacunas representam um ou mais eventos
de insercao ou delecao de nucleotideos. Estes
eventos, comumente chamados de “indels” (in
para insercao, e del para delecao), sao fruto
de processos mutagénicos (espontaneos ou
induzidos) e, dependendo da regido atingida,
podem ser expressos nas moléculas de RNA

a.
Sequéncias Dadas:

Sequéncia 01 ATATACTTGATCC

Sequéncia 02 TTG1 I'CAGCATCAGCTAGTCGATAG

* *

Sequéncias Alinhadas:
Sequéncia01 ~TATACTTG GATCAG
Sequeéncia 02

Sequéncias Dadas:
Sequéncia 01 ATATACTTTTTTGATCG
Sequéncia 02

% % s

Alinhamento 01:

Sequéncia01 7 71 GAT-CG
Sequéncia 02 ----A-TT---TGATTCG G——-

Alinhamento 02:

Sequeéncia 01 ' GCTAGTCG G G
Sequéncia 02

Alinhamento 03:
Sequéncla 01 ATATACTTTTTTGAT-CGATCAG

T A Fra

Sequéncia02 ~————----— I'TTGATTCG G-

hhkhkhkhkhk Khkk  kkok

Figura 3-3: Alinhamentos de nucleotideos. a)

e nas proteinas, onde poderao gerar conse-
quéncias moleculares. Erros de replicacao
gerados pela DNA-polimerase durante a re-
plicacao do DNA, ou mesmo os eventos de
recombinacdo, sao os principais fatores atre-
lados a geracao destes indels nos genomas.
Em regides codificadoras, estes eventos po-
dem acarretar mudancas no quadro de leitura
da proteina e torna-la nao funcional.

Em termos analiticos, a insercao de la-
cunas dificulta o processo de alinhamento e
exige interpretacdes cautelosas. Para deter-
minados casos, especialmente em analises
evolutivas e filogeograficas, € comum que
regides do alinhamento com determinado ni-
vel de incerteza, especialmente regides com
grande nimero de lacunas, sejam eliminadas

3 & G GCGGAG G [GTGI
'AGTCGATAGCTAGCAGAGCATGCATGTGI
dkkokkhkokkkkkkhkkk
( G G GCGGAG ['C
G G
& * * *
G GTCG GCTAGCGGAG G
S ey GTCGATAGCTAGCAGAGCATG
* & A A KA X E A XS X AR B
GAT=====mmmmmmmmmmmm e
—————— I'TTG G G GTCG
* %
G GTCGATAG GCGGAGCATGAT
GT---CGATAGCTAGCAGAGCATGAT

* % ok Kk ok ok ok ok ok Kook *khk*kkhkkkkhkkk

Duas sequéncias homologas originadas de

organismos com baixa taxa de evolucdo sao dadas e seu alinhamento € proposto. b) Duas
sequéncias homodlogas amostradas de organismos com alta taxa de evolucao sao dadas e
diferentes alinhamentos sao propostos. Os hifens representam eventos de insercdo ou delecao
unicos na sequéncia. Os asteriscos identificam colunas com total similaridade dos caracteres.
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da analise. Contudo, até o momento ndo exis-
tem programas capazes de lidar com as lacu-
nas de forma coerentemente bioldgica.
Apesar de sabermos que se tratam de even-
tos evolutivos comuns e bem caracterizados,
as incertezas sobre o nuimero de eventos e
sua intensidade tornam as lacunas, em gran-
de parte dos casos, um fator de confusao pa-
ra analises de alinhamento.

Conforme mostrado na Figura 3-3, dife-
rentes alinhamentos sao possiveis para um
mesmo grupo de sequéncias. A pergunta que
se segue e: como reconhecer o melhor resul-
tado quando nos deparamos com diversos
alinhamentos possiveis para um mesmo con-
junto de dados? Buscou-se resolver este pro-
blema através da criacdo de um sistema de
pontuacdo para comparar os resultados de
diferentes alinhamentos. Caracteres idénticos
em sequéncias diferentes representam igual-
dades ou correspondéncias (matches) e, por
serem resultados preferenciais durante o
processo de alinhamento, sdao pontuados po-
sitivamente. Pelo contrario, caracteres nao
idénticos que ocupam a mesma coluna sao
chamados de desigualdades, ou mismatches,
e recebem atribuicées negativas. Como resul-
tado, o melhor alinhamento possivel para du-
as sequéncias € aquele que maximiza a
pontuacdo total, somando os valores de
matches e debitando os valores de
mismatches.

Do ponto de vista bioldgico, as mudan-
¢as entre as bases nitrogenadas nas sequén-
cias de nucleotideos ndo ocorrem com a
mesma probabilidade (Figura 4a-3). Sendo
assim, podemos  atribuir  valores de
mismatches diferentes as transicées (trocas
de purinas por purinas ou pirimidinas por piri-
midinas) e as transversdes (trocas de purinas
por pirimidinas ou pirimidinas por purinas).
Para sequéncias de aminoacidos, é necessario
escolher ativamente uma matriz de pontua-
¢ao especifica. Essas matrizes sao resultados
diretos de estudos de variacao proteica e es-
tao diretamente relacionadas a probabilidade
de substituicdo de um aminoacido por outro
(matrizes BLOSUM e PAM). Atualmente, as
matrizes BLOSUM sdo as mais disseminadas

e aplicadas para os mais diversos casos de
comparacgao entre sequéncias de aminoacidos
(Figura 4b-3).

a. b.
O < ARNDCQEGHTILKMFPSTWYV

Al 2 2 2 Als 2220000 -2-2-32-1-=202002-2-3090
& 122 R R T B 20 341332200 -3-4
G { = N 5000-200-4-5-23-3200-2-22-25
T 1 D 5 40 1:< 0 5 83 4.4 0 22 3 2.8
N 2 3 2 3 ) ( 0 24

5 2 2 -3 ) 0 -2 -3

Figura 4-3: Matrizes de custo utilizadas no
calculo de pontuacdo dos alinhamentos. a)
Matriz de custo exemplo utilizada para
calculos de pontuacao em alinhamentos de
nucleotideos. b) Matriz de custo BLOSUMG2
utilizada para calculo da pontuacao em
alinhamentos de aminoacidos.

Ainda, é necessario que as lacunas de
alinhamentos recebam determinadas pontu-
acdes, pois sao frequentemente encontradas
em alinhamentos de dados bioldgicos. Se la-
cunas podem ser adicionadas em qualquer
posicao sem qualquer restricao, tanto nas
extremidades quanto no interior das sequén-
cias, é possivel gerar alinhamentos com mais
lacunas do que propriamente caracteres a
serem comparados (Figura 3b-3, alinhamento
2). Com o intuito de prevenir insercao exces-
siva, a adicdo de lacunas é penalizada durante
a atribuicao da pontuacdo de uma sequéncia,
conforme um conjunto de parametros, cha-
mado de penalidades por lacuna (gap
penalties, PL). A abrangéncia da lacuna é
pontuada pelo respectivo nimero de indels
presentes no alinhamento. A férmula mais
comum para calculo destas penalizacdes se-
gue abaixo:

PL=g+e(L-1)

onde L é o tamanho da lacuna (nimero de
indels presentes na lacuna), g & a penalidade
pela abertura da lacuna (necesséria para evi-
tar que os alinhamentos contenham lacunas
desnecessarias) e e é a penalidade atribuida a
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cada indel (novamente para evitar grandes
lacunas sem necessidade). Os valores de pe-
nalidade por lacuna sdo desenhados para re-
duzir a pontuacao de um alinhamento quando
este possui uma quantidade de indels desne-
cessaria. Apesar da disseminacao deste con-
ceito, nao ha qualquer relagao matematica ou
bioldgica sustentando este calculo. E impor-
tante destacar que, através da propriedade de
“alinhamento livre de colunas em branco” (ou
seja, gaps nao sao alinhados), as penalizacdes
ainda impedem o alinhamento de indels entre
as sequéncias envolvidas na analise. Assim, o
melhor alinhamento entre as sequéncias sera
dado por um valor que resulta da soma dos
valores associados a cada um dos matches,
mismatches e lacunas, de acordo com um
critério pré-definido (Figura 5-3).

O método de pontuacao foi a solucao
encontrada para avaliar e classificar diferen-
tes alinhamentos em busca da melhor expli-
cacdo para a relacao evolutiva entre as
sequéncias. O proximo problema encontrado
foi enumerar todas as possibilidades de ali-
nhamentos para um grupo de dados. Assu-
mindo-se duas sequéncias com tamanho de
100 caracteres cada, poderiamos enumerar
até 1077 possiveis alinhamentos, diferentes
entre si. A extensao de possibilidades inviabi-
liza a enumeracao de todos os casos devido
ao tempo e ao requerimento de enorme pro-
cessamento destes dados. Apesar da exigén-
cia computacional, alguns algoritmos sao
capazes de realizar tal tarefa e ainda aplicar o
método de pontuacao para cada um dos ca-
sos, em busca do melhor resultado. No en-
tanto, estes algoritmos nao sdo capazes de
lidar com sequéncias que contenham mais
que algumas dezenas de caracteres. Em vir-
tude da capacidade de explorar todas as so-
luces do problema, o processo realizado por
estes algoritmos é chamado de “alinhamento
otimo”.

Contudo, em virtude da inerente demora
do processo, foi necessario desenvolver al-
goritmos que acelerassem a busca de um ali-
nhamento capaz de explicar de maneira 6tima
0s processos evolutivos para um determina-
do grupo de sequéncias sem, no entanto,

enumerar todas as possibilidades. Os alinha-
mentos gerados por estes programas sdo
chamados heuristicos, e compreendem me-
todos aproximados de busca pelo resultado
otimo. Diferentes métodos foram criados pa-
ra diferentes tipos de alinhamento (Figura 6-
3). Entre estes, devido a eficiéncia e a rapidez
de processamento das informacbes de um
alinhamento, incluindo o calculo de pontua-
¢ao, os algoritmos de programagao dinamica
sdo, atualmente, os mais utilizados para este
fim, tanto em alinhamentos simples como in-
tegrado aos algoritmos de alinhamentos
multiplos.

E fundamental assumirmos, para a mai-
or parte dos problemas em bioinformatica, o
alinhamento como um modelo de relacao
evolutiva entre as sequéncias envolvidas. E
como modelo, esta sujeito a presenca de cer-
tos problemas na explicacdo dos eventos
evolutivos reais. Portanto, os alinhamentos
devem ser avaliados com extrema cautela. A
facilidade e a aparente simplicidade na analise
dos programas tornam o processo mecanico
e desvinculado de andlises criticas pela maior
parte dos usudrios. A associacao dos meto-
dos de alinhamento a outras andlises de bio-
informatica tende a desvincular a real
importancia desta técnica e a coloca apenas
como um procedimento, e nao formalmente
como uma técnica sujeita a andlise critica. Isto
pode ocasionar na obten¢ao de modelos in-
corretos ou mesmo de falsos positivos.

3.3. Tipos de alinhamento

Em estudos de bioinformatica, & comum
compararmos moléculas de dois ou mais in-
dividuos, sejam eles da mesma espécie ou de
especies diferentes. Quanto maior o nimero
de sequéncias comparadas, maior o tempo
exigido para conclusao do alinhamento e, de-
pendendo das sequéncias envolvidas, maior a
dificuldade dos algoritmos em encontrar o
melhor resultado. Conforme a quantidade de
sequéncias envolvidas, podemos dividir os
alinhamentos em dois tipos: alinhamentos
simples, ou par-a-par, e alinhamentos multi-
plos, ou de mdiltiplas sequéncias (Figura 7-3).
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a.
Sequéncias Dadas:

Sequéncia 01 TTG TCG G GTCGATAGCTAGCG
Sequeéncia 02 171G AG G G G
b.
Alinhamento 01:
......... . -0 .00 - -B 7 B
2)=4.(-2)=-8
Sequéncia 01 T7G G ——— G G GCG <) 2)
Sequéncia 02 T7G G ‘G G ---=AGCT
ok ok ok ok ok * * * * * * * * ok ok —x
PL=g+e¢ (L-1) PL=g+e (L-1) e
*1=24.1=2 =BT S\ -l = (-10) + (-
PL = (-4) + (-3).(3-1)| |PL=(-4)+ (-3).(4-1) (-10) +(-13)
PL=-10 PL=-13 7
C.
Alinhamento 01:
......... .- -EQ-Em!--.... mum.. .5 , .
— 1 (2)=4.(-2)=-8
Sequéncia 01 G G TCA-GC—-TAG G GCG ) 2)
Sequéncia 02 TTG1T G G G —-—-——AGCT
* ok ok ok ok ok *ok ok ok y*' * * ok ok ok ok ok kX : * Kk Kk :_8
PL=g+ (Ll)[ PL ‘ (L-1) gh;.
*1=24.1=24 8T ol =& U =t 2 i
PL=(-4)+ (-3).(1-1) | PL=(-4) + (-3).(4-1) )+ D+ (13)
PL=-4 PL=-13 =.8
[
PL=g+e(L-1)
PL=(-4) + (-3).(2-1)
PL=-7

Abertura de lacuna (g) = -4

Extensdo da Lacuna (¢) =-3

Mismatch = -2 Match = 1

Figura 5-3: Esquema de pontuacdo para avaliacdo de alinhamentos. ) Duas sequéncias de
desoxirribonucleotideos nao alinhadas. ») Proposicao de um alinhamento para as sequéncias
dadas em a. O alinhamento possui 24 colunas de matches, 4 colunas de mismatches e duas
lacunas com 3 e 4 indels. A pontuacdo total para o alinhamento desta sequéncia é -7. c)
Proposicao de um segundo alinhamento para as sequéncias dadas em «. O alinhamento possui
24 colunas de matches, 4 colunas de mismatches e trés lacunas com 1, 2 e 4 indels. A
pontuacao total para o alinhamento desta sequéncia é -8. A partir deste exemplo, o
alinhamento com a maior pontuagao é o mostrado em b. Os valores de pontuacao utilizados
neste exemplo sao especificados na parte inferior da figura.

Os alinhamentos simples descrevem especifi-
camente a relacao de similaridade entre duas
sequéncias quaisquer. Ja os alinhamentos
multiplos incluem trés ou mais sequéncias na
andlise de similaridade e, dependendo do ob-
jetivo do usudrio, podem envolver até cente-
nas de sequéncias.

Conceitualmente, ainda podemos dividir
os alinhamentos, tanto simples, como muilti-
plos, em dois grandes tipos. Os alinhamentos
que levam em consideracao toda a extensao
das sequéncias sao conhecidos como globais,
enquanto aqueles que buscam pequenas re-
gides de similaridade sao chamados de locais

(Figura 7-3). Em algoritmos que buscam o
alinhamento global de duas sequéncias, re-
forca-se a busca do alinhamento completo
das sequéncias envolvidas, procurando incluir
0 maior nimero de matches do inicio ao final
das sequéncias. Quando necessario, estes al-
goritmos permitem a insercao de lacunas pa-
ra que as sequéencias tenham o mesmo
tamanho no resultado do alinhamento (Figura
7b-3).

Graficamente, os sitios com caracteres
idénticos sao representados ligados por bar-
ras verticais, enquanto os sitios que possuem
caracteres diferentes nas duas sequéncias, ou
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- Matriz de Pontos
- Programacao Dinamica
- Método de Palavra (K-Tuple)

Alinhamento Simples
(Local e Global)

- Alinhamento Progressivo

- Pontuacao Baseada em Consisténcia
- Métodos Interativos de Refinamento
- Algoritmos Genéticos

- Modelos Ocultos de Markov

Alinhamento
[ Global

Alinhamento Multiplo

- Andlise de Perfis
- Anélise de Blocos
- Andlise de Motivos

| Local

Figura 6-3: Tipos de alinhamento e os
algoritmos aplicados a bioinformatica.

mesmo a presenca de uma lacuna em uma
delas, permanecem sem qualquer notacao
(Figura 7-3). O principal algoritmo envolvido
no processamento de alinhamentos globais é
aquele desenvolvido por Needleman e
Wunsch durante a década de 1970. Além de
ter uma notavel importancia metodoldgica,
este algoritmo tem grande importancia na
histéria do alinhamento, pois foi o primeiro
algoritmo a aplicar o método de programacao
dinamica para a comparacdo de sequéncias
bioldgicas.

Em seu inicio, os meétodos de alinha-
mento eram utilizados especialmente para a
comparacdo par-a-par de sequéncias de pro-
teinas inteiras. No entanto, com a ampliacao

a.
Alinhamento Dado:
Sequéncia 01 TAT PTTTTTG
Sequéncia02 TTTAATTTGATI

")
@

Alinhamento Global:

Sequeéncia 01 FAT ' G

Sequéncia 02

Alinhamento Local:

Sequéncia 01 [ G

Q) —

Sequéncia 02

@

da disponibilidade de sequéncias completas
de proteinas, foi necessario buscar métodos
de alinhamento que privilegiassem a busca de
similaridade, ndo entre sequéncias completas,
mas apenas entre porcdes isoladas destas
sequéncias. Durante a década de 1980 iniciou-
se o desenvolvimento de novos algoritmos de
alinhamento, j@ que os desenvolvidos até
aquele momento nao eram aplicaveis para
esta particularidade. Entre estes novos algo-
ritmos, o desenvolvido por Smith e
Waterman, em 1981, ganhou maior destaque
e atualmente é o principal algoritmo utilizado
por programas para realizacdo de alinhamen-
tos locais. Nestes casos, privilegia-se o ali-
nhamento de partes da sequéncia, buscando
apenas as regibes com a maior similaridade
(Figura 7c-3). Em algoritmos para busca lo-
cal, o alinhamento para no final das regides
de alta similaridade e substitui as regides ex-
cluidas por hifens (lacunas) no resultado final
(Figura 7c-3).

3.4. Alinhamento simples

Para entender como se processa um
alinhamento par-a-par e como o grau de si-

Figura 7-3: Diferencas entre alinhamento local e global. a) Duas sequéncias de nucleotideos de
tamanhos diversos sao amostradas e alinhadas por algoritmos diferentes. ) No alinhamento
local, a prioridade é encontrar as regiées altamente similares, independentemente do tamanho
desta regiao. Neste caso, porcées da sequéncia que nao foram alinhadas com alta similaridade
foram excluidas do resultado final. ¢) No alinhamento global, as duas sequéncias sao alinhadas
por completo, independentemente do ndmero de lacunas que tenham que ser inseridas.
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milaridade entre elas pode ser computado,
apresentamos trés dos principais algoritmos
desenvolvidos para este fim: algoritmos de
programacao dinamica, analise de matriz de
pontos (dot matrix) e método de palavra ou -
tuple.

A programacdo dinamica é, atualmente,
0 metodo mais utilizado por programas para
realizar o alinhamento de sequéncias. Em ca-
sos simples (par-a-par), & capaz de encontrar
o melhor alinhamento para duas sequéncias
atraves da aplicacdo da pontuacao de simila-
ridades. E, portanto, um método de execucdo
relativamente rapida nos computadores mo-
dernos, requerendo um tempo e memoaria de
processamento proporcional ao produto do
tamanho das duas sequéncias envolvidas.

O meétodo é baseado no principio de oti-
mizacdo de Bellmann, e propde a solugao de
problemas complexos através da resolucdo
dos seus diversos subproblemas. Os subpro-
blemas sao resolvidos e seus resultados sao
armazenados pelo algoritmo. A vantagem
funcional da resolucao em partes é que, ge-
ralmente, problemas complexos combinam
uma série de subproblemas. Como o algorit-
mo acumula os resultados dos diferentes
subproblemas, acelera a resolucdo do pro-
blema complexo. Assim, a designacao “pro-
gramacao” nada tem a ver com programacao
de computadores, mas com a organizacao
dos resultados ja@ solucionados para resolu-
¢ao de um problema maior.

Conforme discutimos anteriormente, em
determinados casos, duas sequéncias podem
apresentar diferentes alinhamentos. Se nao
ha indels e as sequéncias sdo similares, o ali-
nhamento é rapido e nao deixa duvidas. No
entanto, quando existe certa diversidade en-
tre as sequéncias envolvidas e uma quantida-
de suficiente de indels, a solucdo para o
alinhamento é menos dbvia visualmente.
Nestes casos, os algoritmos de programacao
dinamica buscardo solucionar os subproble-
mas envolvidos e fornecerao o melhor resul-
tado.

Para calculo do melhor alinhamento en-
tre duas sequéncias, o algoritmo de progra-
macao dinamica necessita da especificacao de

um esquema de pontuacao, seja ele referente
a nucleotideos ou aminodcidos. Da mesma
forma, é necessario fornecer um valor de pe-
nalidade para a abertura e extensao das la-
cunas. A partir destas informacdes, o
algoritmo calculard uma relac@o entre todos
os caracteres das sequéncias e fornecera o
melhor alinhamento como resultado final.

Como exemplo, consideraremos a Figu-
ra 8-3. Sdo dadas duas sequéncias, sequéncia
1 e sequéncia 2, um esquema de pontuacao e,
para facilitar o entendimento do calculo, um
valor unico de penalidade por lacuna de -8. O
algoritmo toma as sequéncias e transforma a
relacdo entre elas em uma tabela, onde as li-
nhas sao definidas pelos caracteres da se-
quéncia 01, e as colunas pelos caracteres da
sequéncia 02. A fim de permitir lacunas no
inicio do alinhamento, o algoritmo imp&e a in-
sercdo de uma coluna e de uma linha iniciais
contendo o simbolo de indel. A partir deste
ponto, para cada um dos elementos da ma-
triz, o algoritmo calculard a melhor pontua-
cdo dos subcaminhos associados ao
alinhamento: uma substituicdo, uma insercao
na sequéncia 01 ou uma insercao na sequéncia
2. Assim, o melhor subcaminho sera calcula-
do segundo uma funcao de pontuacdo, con-
forme abaixo:

‘ valor da célula na diagonal superior esquerda + pontuacio da similaridade
valor da célula acima + valor da penalidade por lacuna

Ffi.j) = max
1 valor da célula a esquerda + valor da penalidade por lacuna

A partir do elemento (1,1) da matriz e ao
longo da primeira linha, apenas a terceira
condicdo é satisfeita (valor da célula a es-
querda + valor da penalidade por lacuna). Na
primeira coluna, apenas a segunda condicdo é
satisfeita. Para outros elementos, as trés
condi¢ées devem ser calculadas e aquela que
resultar no maior valor é escolhida para for-
mar a matriz. Além disso, os procedimentos
dos algoritmos de programacao dinamica po-
dem ser representados por pequenas setas
para indicar qual subcaminho obteve o melhor
valor (Figura 8-3).

Outro meétodo importante na area de
alinhamento de sequéncias é a analise de ma-
triz de pontos ou matriz dot. E um método
simples e bastante eficiente em analises de
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Acima + PL
Esquerda+PL=0+(-8)=-8 |

Diagonal Superior Esquerda + Pontuacao ‘
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Figura 8-3: Alinhamento de duas sequéncias de nucleotideos atravées do método de
programacao dinamica. a) As sequéncias a serem alinhadas sao dispostas em uma tabela onde
o nimero de colunas corresponde ao niimero de caracteres da sequéncia 1 mais um (devido a
adicdo de uma coluna para uma lacuna) e o nimero de linhas corresponde ao nimero de
caracteres da sequéncia 2 mais um. O caractere atribuido a primeira linha e a primeira coluna &,
por definicdo, o simbolo “-*, atribuido a uma lacuna. Através da matriz de penalidades calculam-
se os valores para as trés possibilidades F(i,j), buscando a equacao que resulte no maior valor.
O valor arbitrario de penalidade por lacuna (PL) é de -8. Em virtude de a primeira linha ndo
possuir valores de comparacao na diagonal superior esquerda e acima, considera-se apenas a
terceira equacao. ») O valor demarcado em verde é o primeiro a ser calculado apds o
preenchimento da primeira linha e primeira coluna, representando o menor valor encontrado no
calculo para F(i,j). Além do célculo, o algoritmo de programacao dinamica insere informacdes a
respeito da dire¢ao da informagao. Como o valor “1” foi o maior valor encontrado e representa o
calculo utilizando a informacao situada na diagonal superior esquerda, demarcada em verde,
insere-se uma seta nesta direcao. ¢) O preenchimento completo da tabela e as respectivas setas
ilustrando a direcdo da informacdo. Algumas casas estao demarcadas com duas setas, pois
apresentaram dois valores maximos idénticos na resolucao das equagées. Ao final dos calculos,
iniciando pelo canto inferior direito, seguem-se as setas em busca dos maiores valores. d)
Relacionando os dados da tabela com a simbologia apresentada, chega-se ao alinhamento final
entre as sequéncias 1e 2.



50

3. Alinhamentos

delecdes/insercées e para detectar repeticoes
diretas ou inversas, especialmente em se-
quéncias de nucleotideos. Além disso, vem
sendo utilizado para buscar regides de parea-
mentos intra-cadeia capazes de formar es-
truturas 2% em moléculas de RNA. Este
meétodo permite a visualizacao grafica das
regides de similaridade entre sequéncias
através da construcdo de uma matriz de
identidade. O nimero de linhas desta matriz é
definido pelo nimero de caracteres de uma
das sequéncias, e o nimero de colunas é de-
finido pelo nimero de caracteres da outra
sequéncia a ser comparada (Figura 9-3). E
primariamente um método visual, e ndo for-
nece o alinhamento propriamente dito como
resultado final, embora seja frequentemente
utilizado quando se deseja visualizar as re-
gides de similaridade entre duas sequéncias.

Sequéncia 01
CTAGGGGATGCAGTAGACCTGA

Figura 9-3: Andlise de matriz de pontos de
duas sequéncias de DNA. Os pontos
assinalados em cinza representam a
concordancia de caracteres entre a sequéncia
1 e a sequéncia 2. A partir da diagonal direita
inferior, sdo tracadas diferentes retas. Aquela
que atingir o maior numero de pontos
assinalados deve ser escolhida como
resultado para o alinhamento entre as duas
sequéncias. A linha continua representa a
possibilidade mais adequada a esta analise e
as linhas tracejadas representam
possibilidades de insucesso.

Neste meétodo, inicialmente, uma das

sequéncias é disposta na vertical e a outra na
horizontal (Figura 9-3). Regides do grafico
que possuam 0 mesmo caractere tanto na
sequéncia disposta na horizontal, quanto na
sequéncia disposta na vertical, serao assina-
lados. Esta marcacao representa os possiveis
correspondéncias (matches) entre uma se-
quéncia e outra.

Qualquer regido de similaridade entre as
duas sequéncias sera evidenciada por uma li-
nha diagonal de assinalacdes. Pontos nao dis-
postos na diagonal representam
correspondéncias aleatdérias que nao estdo
relacionadas com a similaridade entre as se-
quéncias. A deteccao de regides de alta simi-
laridade pode ser beneficiada, em alguns
casos, atraves da comparacao de dois ou
mais caracteres ao mesmo tempo. Nestes
casos, € necessario escolher um ndmero de
caracteres como janela.

Além disso, arbitrariamente, um ndmero
de correspondéncias deve ser escolhido. Por
exemplo, para comparar duas sequéncias
com 100.000 caracteres, podemos escolher
uma janela de 15 caracteres e 10 correspon-
déncias requeridas. O algoritmo varrera a
matriz de 15 em 15 caracteres e, quando, en-
tre estes quinze caracteres, existirem 10 for-
mando correspondéncias entre as duas
sequéncias, o algoritmo inserird uma marca-
cao de similaridade. Geralmente, esta varia-
¢ao do método é utilizada para a comparacao
de longas sequéncias de DNA.

Por dltimo, outro algoritmo bastante
comum no alinhamento par-a-par de dados
bioldgicos € o k-tuple, ou método de palavras.
Este método é geralmente mais rapido que o
meétodo de programacao dinamica, embora
nao garanta o melhor alinhamento como re-
sultado. Este tipo de algoritmo é especial-
mente utili em casos onde se busca
similaridade de uma unica sequéncia contra
um grande conjunto de dados. Para isso, o al-
goritmo dividird uma sequéncia alvo em pe-
quenas sequéncias, geralmente conjuntos de
dois a seis caracteres, chamados de palavras.
Da mesma forma, o conjunto total de se-
quéncias do banco de dados terd cada uma
das sequéncias subdivida em pequenas pala-
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vras. As palavras da sequéncia alvo serao
comparadas as palavras oriundas do banco
de dados. Apds a busca de identidade, o algo-
ritmo alinhara as duas sequéncias completas
(sequéncia oriunda do banco de dados que te-
ve uma palavra similar com umas das pala-
vras da sequéncia alvo e a propria sequéncia
alvo) a partir das palavras similares e esten-
dera a andlise de similaridade para as regides
vizinhas, antes e depois da palavra similar.
Através de uma matriz de penalidade, o algo-
ritmo calculard o alinhamento que teve o
maior valor de pontuacdo. E comum, para es-
ta segunda etapa dos calculos de similarida-
de, a utilizacao de algoritmos de programacao
dinamica.

3.5. Alinhamento multiplo global

Da mesma forma que no caso dos ali-
nhamentos simples, o método de programa-
¢ao dinamica é usualmente utilizado para lidar
com mdltiplas sequéncias. Nestes casos, uti-
liza-se o conceito de soma ponderada dos pa-
res (weighted sum of pairs, WSP). Através
deste conceito, para qualquer alinhamento
multiplo de sequéncias, uma pontuacao para
cada par possivel formado por estas sequén-
cias sera calculada (Figura 8-3) e, ao final, os
valores de similaridade para cada um dos pa-
res serao somados. Apesar de conceitual-
mente simples, este método exige grande
capacidade computacional e, dependendo da
quantidade de sequéncias envolvidas, pode
requerer longo tempo para processamento.

Métodos alternativos tiveram que ser
criados para acelerar os calculos para alinha-
mento de sequéncias, incluindo-se: alinha-
mento progressivo, pontuacao baseada em
consisténcia  (consistency-based  scoring),
métodos iterativos de refinamento, algorit-
mos genéticos e modelos ocultos de Markov.
Cabe ressaltar que todos estes métodos rea-
lizam buscas aproximadas pelo resultado 6ti-
mo e, portanto, se tratam de métodos
heuristicos.

Alinhamento progressivo

Leva em consideracdo a relacao evolu-
tiva entre as sequéncias. Os algoritmos utili-
zam as relacdes filogenéticas para gerar o
resultado de alinhamento. Inicialmente, s&o
realizados alinhamentos par-a-par de todos
0s possiveis pares. Nesta comparacao, verifi-
ca-se apenas 0 numero de caracteres dife-
rentes entre as duas sequéncias (verificar o
conceito de distancia evolutiva observada no
capitulo 6). Estas distancias serao utilizadas
para a construcdo de uma filogenia (geral-
mente através do meétodo de neighbor-
joining). A partir desta filogenia o alinhamento
sera construido progressivamente, depen-
dendo da relacao entre as sequéncias sendo,
por isso, chamado de alinhamento progressi-
Vo.

Tomemos como exemplo um ramo de
uma dada filogenia que inclui duas sequéncias.
O algoritmo construira um alinhamento atra-
ves de programacao dinamica para estas du-
as sequéncias. A partir deste primeiro
alinhamento, estas duas sequéncias serao
agora tratadas como uma, e serdo alinhadas
a proxima sequéncia filogeneticamente rela-
cionada. Devermos notar que todo o restante
das sequéncias sera alinhado baseando-se
neste primeiro par. E um método rapido e
amplamente utilizado para alinhar um grande
ndmero de sequéncias. Atualmente, os pro-
gramas mais populares de alinhamento pro-
gressivo sao o CLUSTALW e CLUSTALX.

Pontuacdo baseada em consisténcia

Baseado no algoritmo de alinhamento
progressivo, nao leva em consideracdo ape-
nas o primeiro par de sequéncias alinhadas.
Durante a realizacao do calculo, realiza outros
alinhamentos par-a-par para aperfeicoar as
comparagbes entre as sequéncias. O principal
programa a utilizar este algoritmo é o T-
COFFEE.

Métodos iterativos de refinamento

Funcionam como os algoritmos de ali-
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nhamento progressivo, mas os grupos de se-
quéncias sao realinhados constantemente ao
longo das analises, garantindo que o alinha-
mento inicial nao defina o resultado final. O
principal programa a utilizar este algoritmo
como base para os calculos de alinhamento é
o MUSCLE.

Algoritmos genéticos

Estes algoritmos buscam simular o
processo evolutivo no conjunto de sequéncias
a serem alinhadas, aplicando conceito de se-
lecdo e recombinacdo. E ainda um método
lento e, devido a aleatoriedade do processo,
ndo garante o mesmo resultado para dife-
rentes alinhamentos do mesmo conjunto de
dados. O programa SAGA é um dos poucos a
implementar algoritmos genéticos.

Modelos ocultos de Markov

Modelo baseado em probabilidades es-
tatisticas, destacando os eventos de substi-
tuicdo e insercao ou delecao de caracteres.

3.6. Alinhamento multiplo local

Na busca por regides localizadas de si-
milaridade entre diferentes sequéncias, sdo
aplicados principalmente os seguintes algo-
ritmos: andlise de perfis, analise de blocos e
analise de motivos.

Andalise de perfis

A partir de um alinhamento primario de
todas as sequéncias envolvidas na analise e
utilizando uma matriz de custo padrao, o al-
goritmo seleciona as regides altamente con-
servadas e produz uma nova matriz de
pontuacao (matriz de custo), chamada de
perfil. A construgao deste perfil pode ser re-
alizada através de dois meétodos diferentes
(método das médias e método evolutivo) e
inclui pontuacdes para matches, mismatches
e lacunas. Assim que produzido, este perfil
pode ser utilizado para alinhar sequéncias en-
tre si utilizando as pontuacées calculadas pa-

ra avaliar a probabilidade em cada posi¢ao ou
para buscar sequéncias com o mesmo padréo
em um banco de dados.

A desvantagem do método de perfis
estd na especificidade da nova matriz de custo
obtida. Se o alinhamento inicial contiver pou-
cas sequéncias, pode ndo representar ade-
quadamente a variabilidade de caracteres em
uma determinada posicao e prejudicar o al-
goritmo na busca por similaridade com outras
sequéncias. Este meétodo é principalmente
utilizado para alinhamentos de aminoacidos.

Andlise de blocos

Assim como a analise de perfis este
meétodo requer, inicialmente, a selecao da re-
giao de maior similaridade de um alinhamento
multiplo. Estas regides podem ser chamadas
de blocos e diferem dos perfis por ndo aco-
modarem indels, que serao automaticamente
eliminados das andlises. Este método é tam-
bém capaz de realizar a busca de pequenas
regides de similaridade entre sequéncias, de
maneira semelhante ao método de palavras.

Andlise de motivos

Este método é especialmente utilizado
na busca por motivos proteicos em sequénci-
as de aminoacidos. O método foi desenvolvido
através do alinhamento de milhares de se-
quéncias de aminoacidos extraidas de gran-
des bancos de dados de proteinas. A partir
deste alinhamento, analisou-se cada uma das
colunas para buscar um padrao de substitui-
¢ao entre os aminoacidos. Estes padrdes de
mudanca refletem uma maior probabilidade
de substituicao. Para proceder ao alinhamen-
to, os algoritmos que aplicam a analise de
motivos iniciam o processo por uma analise
de blocos. As regies de alta similaridade sao
entdo analisadas para buscar os padrées de
substituicdo descritos inicialmente. O conjunto
de padrdes resultante da analise das colunas
e chamado de motivo. A probabilidade de
existéncia de cada motivo em uma sequéncia
de proteina é estimada através do banco de
dados do SwissProt.
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3.7. BLAST

O BLAST, ou Ferramenta de Busca por
Alinhamento Local Basico (Basic Local
Alignment Search Tool) é um algoritmo capaz
de realizar buscas baseadas em alinhamento
que, apesar de ndo serem exatas, sao confia-
veis e muito rapidas, sendo estas suas vanta-
gens em relacao a outros meétodos. Ele € um
dos programas mais usados em Bioinforma-
tica devido a velocidade em que consegue
responder a um problema fundamental em
biologia celular e molecular: comparar uma
sequéncia desconhecida com aquelas deposi-
tadas em bancos de dados.

O algoritmo do BLAST aumenta a velo-
cidade do alinhamento de sequéncias ao bus-
car primeiro por palavras comuns (ou
k-tuples) na sequéncia de busca e em cada
sequéncia do banco de dados. Em vez de bus-
car todas as palavras de mesmo tamanho, o
BLAST limita a busca aquelas palavras que
sao mais significantes. O tamanho de palavra
é fixado em 3 caracteres para sequéncias de
aminoacidos e em 11 para sequéncias de nu-
cleotideos (3 se as sequéncias forem traduzi-
das nos 6 quadros de leitura possiveis). Esses
sao os tamanhos minimos para obter uma
pontuacao por palavras que seja alta o sufici-
ente para ser significativa sem perder frag-
mentos menores, mas importantes, de
sequéncia.

Funcionamento do algoritmo BLAST

Para funcionar, o BLAST necessita de
uma sequéncia de busca (query) e de sequén-
cias alvo. Comumente, as sequéncias alvos
sao o conjunto de sequéncias depositadas em
um banco de dados, local ou na web. Um dos
conceitos principais empregados pelo BLAST
é de que alinhamentos estatisticamente signi-
ficantes contém pares de segmentos de alta
pontuacao (HSP, high-scoring segment pairs),
e sao esses HSPs que o algoritmo busca entre
a sequéncia sendo analisada e aquelas depo-
sitadas no banco de dados.

As principais etapas do funcionamento
do algoritmo BLAST, para uma sequéncia

proteica genérica incluem:
i. Remocdo de repeticdes ou regides de
baixa complexidade na sequéncia de
busca.

Uma regido de baixa complexidade é definida como
uma regiao composta por poucos tipos de elementos.
Essas regides normalmente apresentam pontuagées
altas que podem confundir o programa em sua busca
por sequéncias com similaridade significativa. Por esse
motivo, tais regides sao identificadas antes da préxima
etapa e ignoradas.

ii.  Estabelecer uma lista de palavras
com k-letras.

Sendo este um caso envolvendo sequéncias protei-
cas, k = 3, ou seja, cada palavra tem tamanho 3. Como
mostrado na Figura 10-3, sdo listadas palavras com
comprimento de 3 caracteres, sequencialmente, até
que a ultima letra da sequéncia de busca seja incluida.

PQGEFG

Sequéncia de busca

PQG palavral
QGE palavra 2
GEF palavra 3
EFG palavra 4

Figura 10-3: Exemplo de lista de palavras
geradas pelo BLAST.

iii. Listar as possiveis palavras corres-
pondentes.

Diferente de outros algoritmos (como o FASTA), o
BLAST considera apenas as palavras de maior pontua-
¢do. As pontuacdes sao estabelecidas por comparacao
das palavras listadas na etapa ii com todas as outras
palavras de 3 letras. Uma matriz de substituicdo
(BLOSUMB2) ¢ usada para pontuar as comparacdes
entre pares de residuos. Existem 2073 possiveis pontua-
cGes de correspondéncia considerando uma palavra de
3 letras. Como exemplo, a comparacao das palavras
PQG e PEG tem pontuacao de 15, enquanto a compara-
¢ao de PQG com PQA pontua como 12. A seguir, um Li-
miar 7 para pontuacdo de palavras vizinhas é usado
para reduzir o nimero de possiveis palavras corres-
pondentes. As palavras cujas pontuacdes forem maio-
res que o limiar 7 serdo mantidas na lista de possiveis
correspondéncias, enquanto aquelas cujas pontuacées
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forem menores serao descartadas. Considerando o ex-
emplo anterior, se T = 13, PEG sera mantida, enquanto
PQA serd abandonada.
iv. Organizar as palavras de alta pontu-
acao.

As palavras remanescentes, com alta pontuacéo,
sdo organizadas em uma arvore de busca. Isso permite
gue o programa compare as palavras com as sequén-
cias do banco de dados de maneira rapida.

v. Repetir os passos iii e iv para cada
palavra de k-letras originadas da se-
quéncia de busca.

vi. Varrer as sequéncias do banco de
dados em busca de correspondéncias
com as palavras remanescentes.

O BLAST realiza uma varredura das sequéncias de-
positadas no banco de dados, buscando pelas palavras
de alta pontuacao (como PEG, no exemplo anterior). Se
uma correspondéncia exata for encontrada, ela sera
empregada para nuclear um possivel alinhamento sem
lacunas (gaps) entre a sequéncia de busca e a deposi-
tada no banco de dados.

vii. Estender as correspondéncias exa-
tas entre pares de segmentos de alta
pontuacao.

A versdo original do BLAST estende o alinhamento
para a esquerda e para a direita de onde ocorre uma
correspondéncia exata. A extensdo € parada apenas
quando a pontuacdo acumulada pelo HSP comeca a di-
minuir (um exemplo pode ser visto na Figura 11-3).

RPPOGLF  scasencice
DPPEGVV  cinion

» correspondéncia encontrada

pontuacao

-27726]1-1

L HEP
7+7+2+6+1=23 pontuacao 6tima acumulada
Figura 11-3: Exemplo do esquema de
pontuacao empregado pelo BLAST.

Para acelerar o processo, a versdo atual do BLAST
(BLAST2 ou Gapped BLAST) emprega um limiar mais
baixo para a vizinhanca das palavras, mantendo a sen-
sibilidade na deteccao de similaridade de sequéncias.
Assim, a lista de possiveis correspondéncias obtidas na
etapa iii € maior. Como observado na Figura 12-3, as

regides de correspondéncia exata com distancia menor
que 4 na mesma diagonal serdo unidas como uma nova
regiao, mais extensa. Posteriormente, essas regides
sdo estendidas da mesma maneira como ocorre no
BLAST original, com os HSPs sendo pontuados com
base em uma matriz de substituicao.

O > regido a ser estendida
n 3
2 X X
Y ' X
“‘ X Al distancia <A
g X X
} X
X X X

Sequéncia do banco de dados

Figura 12-3: Esquema da extensdo de zonas
de correspondéncia entre  sequéncias
identificadas pelo BLAST.

viii. Listar todos os HSPs do banco de
dados cuja pontuacao seja alta o sufici-
ente.

Nessa etapa s&o listados todos os pares de seg-
mentos cuja pontuacdo seja maior que um determina-
do ponto de corte S. A distribuicdo de pontuacdes
obtidas por alinhamento de sequéncias aleatdrias € a
base para determinac&o desse ponto de corte.

ix. Avaliar a significancia da pontuacéo
dos HSPs.

A avaliacdo estatistica de cada par de segmentos de
alta pontuacao explora a Distribuicao de Valores Extre-
mos de Gumbel. O valor de confianca estatistica e
apresentado pelo BLAST, chamado de valor de expec-
tativa, reflete o numero de vezes que uma sequéncia
ndo relacionada presente no banco de dados pode ob-
ter, ao acaso, um valor maior que S (ponto de corte).
Ou seja, o e reflete o nimero de falsos positivos entre
os resultados de similaridade encontrados. Para p < 0,1,
o valor e se aproxima da distribuicdo de Poisson (ver
itemn 4.8).

x. Transformar duas ou mais regices de
HSP em um alinhamento maior.

Em alguns casos, duas ou mais regiées de HSP po-
dem ser combinadas em um trecho maior de alinha-
mento (uma evidéncia adicional da relacdo entre a
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sequéncia de busca e a encontrada no banco de dados).
Existem dois métodos para comparar a significancia
das novas regides ligadas. Se, por exemplo, forem en-
contradas duas regiées de HSP combinadas com pares
de pontuacdo (67 e 41) e (53 e 45), cada método se
comportara de maneira diferente. O método de Poisson
conferira maior significancia ao conjunto com valor mi-
nimo maior (45 em vez de 41). O método de soma dos
pontos, ao contrario, dara preferéncia ao primeiro con-
junto, pois 108 (67+41) & maior que 98 (53+45). O
BLAST original usa o primeiro método, enquanto o
BLAST2 emprega o segundo.

xi. Exibir os alinhamentos locais entre a

sequéncia de busca e cada uma das

correspondéncias no banco de dados.

O BLAST original produz apenas alinhamentos sem
lacunas (gaps), incluindo cada um dos HSPs encontra-
dos inicialmente, mesmo que mais de uma regiao de
correspondéncia seja encontrada numa mesma se-
quéncia do banco de dados. O BLAST2 produz um unico
alinhamento com lacunas, podendo incluir todas as re-
giées de HSP encontradas. E importante destacar que o
calculo da pontuacao e do valor e leva em conta as pe-
nalidades por abertura de lacunas no alinhamento.

xii. Registrar as correspondéncias en-
contradas.

Quando o valor e dos alinhamentos encontrados
entre a sequéncia de busca e as do banco de dados sa-
tisfazem o ponto de corte estabelecido pelo usuario, a
correspondéncia é registrada. Os resultados da busca
sdo apresentados de forma grafica, seguidos por uma
lista de correspondéncias organizada pela pontuacéo e
pelo valor e, e finalizam com os alinhamentos. A Figura
13-3 traz um exemplo de resultado obtido pelo BLAST.

Diferentes tipos de BLAST

O BLAST constitui uma familia de pro-
gramas, que podem ser usados para diferen-
tes fins, dependendo das necessidades do
usuario. Esses programas variam quanto ao
tipo de sequéncia de busca, o banco de dados
a ser empregado, e o tipo de comparacao a
ser realizada. As diferentes aplicacbes dispo-
niveis pelo BLAST incluem:

i.  blastn: BLAST nucleotideo-nucleoti-

deo. Usando uma sequéncia de DNA co-

mo entrada, d& como resultado as
sequéncias de DNA mais similares pre-

sentes no banco de dados especificado
pelo usuario.

ii. blastp: BLAST proteina-proteina.
Usando uma sequéncia proteica como
entrada, da como resultado as sequén-
cias proteicas mais similares presentes
no banco de dados especificado pelo
usuario.

iii. blastpgp: BLAST iterativo com espe-
cificidade de posicao (PSI-BLAST). Usado
para encontrar proteinas distantemente
relacionadas. Nesse caso, uma lista de
proteinas proximamente relacionadas é
criada. Essa lista serve de base para a
criagdo de uma sequéncia media, que
resume as caracteristicas importantes
do conjunto de sequéncias. A sequéncia
meédia e usada para buscar sequéncias
similares no banco de dados e um grupo
maior de proteinas é encontrado. O gru-
po maior é usado na construcao de uma
nova sequéncia media e o processo €
repetido. Ao incluir proteinas relaciona-
das na busca, o PSI-BLAST é muito mais
sensivel na percepcao de relagbes evo-
lutivas distantes que o BLAST proteina-
proteina tradicional.

iv. blastx: traducado de nucleotideos em
6 quadros-proteina. Compara os produ-
tos de traducdo conceitual nos 6 qua-
dros de leitura de uma sequéncia de
nucleotideos contra o banco de dados
de sequéncias proteicas.

v.  thlastx: traducao de nucleotideos em
6 quadros-traducao de nucleotideos em
6 quadros. O mais lento dos programas
BLAST, tem por objetivo encontrar rela-
¢Oes distantes entre sequéncias de nu-
cleotideos. Ele traduz a sequéncia de
nucleotideo nos 6 possiveis quadros de
leitura e compara os resultados contra a
traducao nos 6 quadros de leitura das
sequéncias de nucleotideos depositadas
no banco de dados.

vi. thlastn: proteina-traducdo de nucle-
otideos em 6 quadros. Compara uma
sequéncia de proteina contra a traducdo
nos 6 quadros de leitura das sequéncias
de nucleotideos depositadas no banco
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Hulti-donains PRK13986

Distribution of 100 Blast Hits on the Query Sequence &

Mouse over to see the defline, click to show alignments

Color key for alignment scores
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Sequences producing significant alignments:
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[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next 4 Descriptions
RecName: Full=Urease subunit alpha; AitName: Full=Urea amidohydrolase subunit alpha
Sequence I0; splP428;
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475 bits(1222) 3e-168 Compositional matrix adjust. 234/234(100%) 234/234(100%) 0/234(0%)
Query 1
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Query 61

Sbject 61

Query 121

Sbjct 121

Query 181

Flgura 13-3: ExempLo de um resultado de busca realizada pelo BLAST. Diferentes informacées
sao apresentadas: 1) representacao grafica de dominios conservados identificados na
sequéncia; 2) representacao grafica de matches, indicando qualidade do alinhamento e
cobertura das sequéncias identificadas; 3) informacées estatisticas dos resultados encontrados,
incluindo identidade e valor e; 4) alinhamento de cada sequéncia encontrada com a sequéncia de
busca (query).

de dados. dados. Os resultados sao pds-analisa-
vii. megablast: para empregar um gran- dos em busca de alinhamentos individu-
de nimero de sequéncias de busca. ais.

Quando se compara um grande ndmero

de sequéncias de busca (especialmente ~ 3.8. Significancia estatistica

no BLAST por linha de comando), o

megablast é muito mais rapido que o Em determinados casos, especialmente
BLAST executado por vérias vezes se- para buscar evidéncia de homologia entre se-
guidas. Ele agrupa muitas sequéncias de  quéncias, o alinhamento é analisado sob o
busca, formando uma grande sequéncia, ponto de vista estatistico. Nessa 6ptica, po-
antes de realizar a busca no banco de  demos calcular quao bom pode ser um ali-
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nhamento simplesmente levando em consi-
deracdo as razoes de chance de alinhamento
entre nucleotideos quaisquer. Para isso, se-
quéncias de nucleotideos ou aminoacidos sao
geradas aleatoriamente, alinhadas em con-
junto e avaliadas, segundo um determinado
esquema de pontuacao. Para alinhamentos
globais, pouco se sabe a respeito destas dis-
tribuicdes randdémicas. No entanto, felizmen-
te, estas técnicas sao bem entendidas para
casos de alinhamentos locais e, atualmente,
sao amplamente utilizadas para a avaliacao
de similaridade, especialmente em bancos de
dados que comportam grande quantidade de
sequéncias.

Para analisar a probabilidade associada
a determinado alinhamento é necessario, ini-
cialmente, gerar um modelo aleatdrio das se-
quéncias em  andlise.  Esses  novos
alinhamentos serao pontuados seguindo um
determinado esquema de pontuacdo. Neste
contexto, serd calculada a probabilidade de se
obter aleatoriamente uma pontuacao pelo
menos igual a pontuacao do alinhamento ori-
ginal. O valor associado aos multiplos testes
realizados é chamado de valor e (e-value).
Para banco de dados, este valor corresponde
ao nimero de distintos alinhamentos, com
uma pontuacao igual ou melhor, que sao es-
perados ocorrer na busca por sequéncias si-
milares simplesmente por razdes de chance
(aleatdrios). Estes célculos estatisticos levam
em consideracao a pontuacao do alinhamento
e o tamanho do banco de dados. Quanto me-
nor o valor e, menor o numero de chances de
uma determinada sequéncia ser alinhada ale-
atoriamente com outras e, portanto, mais
significante € o resultado. Por exemplo, um
valor e de 1e-3 (1x10= ou 0,001) significa que
ha a chance de 0,001 de que a sequéncia alvo
seja alinhada com uma sequéncia aleatdria do
banco de dados. Por exemplo, em um banco
de dados que contém 10.000 sequéncias,
neste caso, esperariamos encontrar ate 10
outras sequéncias que alinhardo significativa-
mente com a sequéncia alvo. E importante
ressaltar que o fato de encontrarmos um va-
lor e proximo de zero na comparacao entre
duas sequéncias ndo necessariamente denota

a homologia destas sequéncias, dado que se-
quéncias nao relacionadas podem conter si-
milaridades devido a evolucdo convergente.

3.9. Alinhamento de 2 estruturas

O alinhamento de estruturas é um pro-
blema matematicamente complexo que sé
pode ser resolvido por algoritmos heuristicos.
A Figura 14-3 apresenta um exemplo de ali-
nhamento estrutural simples. Diferentes al-
goritmos oferecem resultados diferentes
para o alinhamento, e algumas vezes essas
diferencas sao grandes. Por esse motivo é
importante testar diferentes programas de
alinhamento estrutural. Cada um deles tem
pontos fortes e fracos, que podem ser explo-
rados a partir da leitura dos artigos que os
propuseram originalmente.

Figura 14-3: Exemplo de alinhamento de duas
estruturas proteicas, oriundas de diferentes

organismos:  hemoglobina  humana e

mioglobina de elefante-asiatico.

Existem trés etapas essenciais para as
diferentes estratégias de alinhamento estru-
tural: a representacao, a otimizacdo e a pon-
tuacao. A representacdo se refere as
maneiras de representar as estruturas de
uma forma que nao seja dependente de coor-
denadas espaciais e que seja adequada ao ali-
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nhamento. A otimizacao lida com a amostra-
gem do espaco de possiveis solucées para o
alinhamento entre as estruturas. A pontuacao
lida com a classificacao dos resultados obti-
dos e com sua significancia estatistica. A se-
guir  apresentamos as  caracteristicas
especificas de alguns dos métodos mais utili-
zados para o alinhamento de duas estruturas.

DALI: emprega matrizes de distancias para repre-
sentar as estruturas, transformando as estruturas 3D
em conjuntos 2D de distancias entre Co. Se imaginar-
mos a sobreposicdo das matrizes, as regiées de sobre-
posicdo na diagonal representam similaridades na
estrutura 2% (similaridades no esqueleto polipeptidi-
co), e similaridades fora da diagonal representam simi-
laridades na estrutura 3@ As matrizes sao entao
divididas em matrizes menores, de tamanho fixo, com
base nas similaridades encontradas. Cada submatriz é
unida a outras que sejam adjacentes para obter a ma-
triz de sobreposicdo com maior abrangéncia. A signifi-
cancia estatistica do alinhamento é calculada com base
na distribuicdo encontrada em uma comparacao de
centenas de estruturas de baixa identidade. A pontua-
¢ao é apresentada como numero de desvios-padrao
em relacao a tal distribuicao.

SSAP: cria vetores ligando residuos a partir dos CB,
representando a estrutura em duas dimensées, consi-
derando posicdo e direcdo. Um algoritmo de progra-
macao dinamica identifica similaridades entre as
matrizes de vetores, gerando uma nova matriz que é
posteriormente recalculada considerando as diferen-
¢as entre cada posicdo de similaridade encontrada na
primeira etapa em relacéo as outras posicdes de simi-
laridade, até que uma matriz 6tima seja atingida. A
pontuacao do SSAP nao é estatistica, mas foi calibrada
em relacdo ao banco de dados CATH. Assim, uma pon-
tuacdo maior que 70 indica similaridade entre as estru-
turas comparadas.

VAST: cria vetores a partir de elementos de estru-
tura 24" cujo tipo, direcdo e conexao estdo relaciona-
dos com a topologia da proteina. Esses elementos
(fragmentos) de estrutura 24 sao alinhados e compa-
rados com alinhamentos gerados aleatoriamente. Ali-
nhamentos com boa pontuacdo sdo agrupados e
depois realinhados usando um procedimento de otimi-
zacao por Monte Carlo. A significancia estatistica é da-
da pelo valor p (assim como ocorre no BLAST). O valor
p e proporcional a probabilidade de se obter o alinha-
mento ao acaso.

SARF2: transforma as coordenadas em um conjun-
to de elementos de estrutura 2°@. Posteriormente,
avalia pares desses elementos comparando o angulo
entre eles, a menor distancia entre seus eixos e as dis-
tancias minimas e maximas entre cada elemento e a li-
nha meédia. Um otimizador baseado em grafos é
empregado para obter o maior numero de conjuntos
mutuamente compativeis, e entdo o alinhamento final &
calculado por adicéo de mais residuos até que um valor
minimo de RMSD, definido pelo usuario, seja atingido. A
pontuacao final do alinhamento é calculada como fun-
cao do RMSD e do nimero de Ca pareados entre as es-
truturas. A significancia estatistica € obtida por
comparacao a distribuicdo de pontuacdes obtidas pelo
alinhamento da proteina leghemoglobina a centenas de
estruturas nao redundantes.

CE: representa as proteinas como conjuntos de dis-
tancias entre Ca de oito residuos consecutivos na es-
trutura. Primeiramente, sdo identificados todos os
pares de octameros compativeis entre as estruturas.
Posteriormente, um algoritmo de extensdo combina-
toria identifica e combina os pares mais similares entre
as estruturas, adicionando mais pares a cada etapa do
calculo até a obtencaéo do melhor alinhamento. A signi-
ficancia estatistica é dada por comparagao as pontua-
cbes obtidas em um conjunto de alinhamentos entre
estruturas com menos de 25% de identidade de se-
quéncia.

MAMMOTH: transforma as coordenadas da proteina
em um conjunto de vetores unitarios a partir dos Ca de
heptameros consecutivos. A similaridade entre hepta-
meros é calculada pela sobreposicao de seus vetores,
a matriz de similaridade étima é identificada e entao o
melhor alinhamento local entre estruturas é identifica-
do dentro de um valor de RMSD pré-definido. A signifi-
cancia estatistica é dada pelo valor p, baseado na
comparacdo com a pontuagao de alinhamentos obtidos
aleatoriamente.

SALIGN: representa as proteinas por um conjunto
de propriedades ou caracteristicas calculadas a partir
da sequéncia e da estrutura ou definidas arbitraria-
mente pelo usuario. Tais propriedades incluem tipo de
residuo, distancia entre residuos, acessibilidade da ca-
deia lateral, estrutura 227, conformacao local da es-
trutura e caracteristica a ser definida pelo usuario. O
programa calcula uma matriz de dissimilaridade entre
propriedades equivalentes, e a pontuacdo da dissimila-
ridade é calculada pela soma das matrizes de cada ca-
racteristica. A melhor sobreposicdo de matrizes é
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obtida por um algoritmo baseado em programacao di-
namica. A significancia estatistica nao é calculada pelo
SALIGN e o usudrio obtém apenas os valores da pontu-
acdo de dissimilaridade. O programa fornece, entre-
tanto, um valor adicional de qualidade, apresentado
como porcentagem de Ca cuja distancia € menor que
3,5 A entre os pares de estruturas alinhadas.

3.10. Alinhamento de >2 estruturas

A maior parte dos métodos disponiveis
para o alinhamento multiplo de estruturas
inicia-se estabelecendo todos os alinhamentos
entre pares de estruturas e, entdao, emprega-
0s para estabelecer um alinhamento consen-
so entre todas as estruturas. A Figura 15-3
apresenta um exemplo de alinhamento estru-
tural mdltiplo. Os métodos para obter o ali-
nhamento consenso variam entre o0s
programas de alinhamento. A seguir apre-
sentamos as caracteristicas especificas de
alguns dos meétodos mais utilizados para o
alinhamento de estruturas multiplo.

B .
e,

‘ alinhamento "

Drosophila melanogoster Kluyveromyces lactis

Figura 15-3: Exemplo de alinhamento de
multiplas estruturas proteicas, oriundas de
diferentes organismos (histonas H3 de
levedura, mosca-da-fruta, homem, frango,
sapo-de-garras).

CE-MC: realiza o refinamento de um conjunto de ali-
nhamentos de pares de estruturas empregando uma
técnica de otimizacdo de Monte Carlo. O algoritmo mo-
difica o alinhamento multiplo aleatoriamente, e as mo-
dificacbes sdo aceitas se houver melhoria na
pontuacado do alinhamento. O processo encerra quando
o alinhamento multiplo ndo puder mais ser melhorado
por modificacdes aleatdrias.

MAMMOTH-Mult: essa extensao do MAMMOTH gera
inicialmente todos os alinhamentos de estruturas aos
pares. Um procedimento de organizacdo por meédias é
empregado para agrupar as estruturas com base em
suas similaridades aos pares, gerando uma arvore. O
alinhamento mdltiplo é gerado por reorganizacao des-
sa arvore, onde ramos similares vao sendo agrupados
aos pares, iterativamente.

SALIGN: pode realizar alinhamentos mdltiplos de
duas maneiras, baseado em uma arvore ou por alinha-
mento progressivo. O primeiro caso & muito similar ao
MAMMOTH-Mult. No alinhamento progressivo, as es-
truturas sao alinhadas na ordem em que sao forneci-
das para o programa. A vantagem desse método é o
de seu custo computacional ser menor que o do méto-
do baseado em uma arvore.

3.11. Alinhamento flexivel

O alinhamento de estruturas conside-
rando sua flexibilidade esté se tornando cada
vez mais importante devido a melhor com-
preensao do enovelamento proteico. Cada vez
mais, percebe-se que nao existem enovela-
mentos estanques, mas sim um gradiente
densamente populado por variantes confor-
macionais. Desta forma, torna-se mais dificil
definir dominios proteicos, sendo mais ade-
quado descrever as estruturas como conjun-
tos de estruturas supra-secundarias. Com
base nessa proposta, a diferenca entre prote-
inas relacionadas reside na orientacao relativa
desses subdominios. A Figura 16-3 demonstra
as diferencas que podem ser observadas ao
alinhar um par de estruturas de maneira rigi-
da ou flexivel. A seguir apresentamos as ca-
racteristicas especificas de alguns dos
meétodos mais utilizados para este tipo de ali-
nhamento de estruturas.

FATCAT: o algoritmo adiciona “tor¢ées” entre pares
de fragmentos proteicos alinhados, que sdo tratados
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hemdforo HasA
(intracelular)

hemdforo HasA
(secretado)

alinhamento rigido

alinhamento flexivel

Figura 16-3: Comparacao entre alinhamento
estrutural rigido e flexivel. A estrutura da
proteina HasA (um captador bacteriano de
grupamentos heme) foi obtida para suas
formas intra- e extra-celular. Observe que o

alinhamento rigido identifica similaridade
parcial entre as estruturas, enquanto o
alinhamento flexivel detecta o rearranjo

espacial de parte da proteina, evidenciando
sua identidade.

como corpos rigidos. De maneira geral, o programa
permite a inclusdo dessas torcdes quando elas diminu-
em o valor final do RMSD, refletindo em um melhor
alinhamento estrutural. O alinhamento final é obtido
por programacao dinamica e se baseia na matriz de si-
milaridade entre os fragmentos pareados, obtidos na
primeira etapa do calculo.

FLEXPROT: mantém uma das proteinas rigida, en-
guanto a outra pode sofrer alteracdes em busca de
maior similaridade estrutural. As regides potencial-
mente flexiveis da proteina sao detectadas automati-
camente e empregadas nas alteracdes
conformacionais.

ALADYN: alinha pares de estruturas com base em
sua dinamica interna e similaridade entre seus movi-
mentos de grande escala. O posicionamento 6timo en-
tre as proteinas é encontrado ao maximizar as
similaridades entre os padrées de flutuagao estrutural,
que sao calculados pelo modelo de redes elasticas.

POSA: uma variante do FATCAT para o alinhamento
multiplo flexivel de estruturas. Emprega uma metodo-
logia combinada, introduzindo grafos de ordem parcial
para visualizar e agrupar regiées similares entre as es-
truturas.

3.12. Conceitos-chave

Algoritmo: sequéncia ldogica de instrucbes ne-
cessarias para executar uma tarefa.

Alinhamento: método de organizacdo de se-
guéncias ou estruturas bioldgicas para
evidenciar regides similares e dissimilares.
Estes métodos estdo geralmente atrelados
a inferéncias funcionais ou evolutivas.

Alinhamento Mdltiplo: alinhamento que envolve
mais de duas sequéncias ou estruturas

Alinhamento Simples: alinhamento que envolve
apenas duas sequéncias ou estruturas.

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Fer-
ramenta de Busca por Alinhamento Local
Béasico), empregado para buscar sequén-
cias em bancos de dados com base em
sua similaridade.

Homologia: é um termo essencialmente qualita-
tivo que denota uma ancestralidade co-
mum de determinada sequéncia.

HSP: pares de segmentos de alta pontuagao
(high-scoring segment pairs), zonas de
similaridade entre sequéncias identificadas
pelo BLAST.

Identidade: Porcentagem de caracteres similares
entre duas sequéncias (excluindo-se as
lacunas).

Indels: identifica insercdes e delegbes de carac-
teres ao longo do processo evolutivo.

Lacunas: regides identificadas por hifens que
representam a insercao/delecdo de carac-
teres ao longo do processo evolutivo.

Matches: regiGes que apresentam caracteres
idénticos entre diferentes sequéncias.

Mismatches: regides que apresentam caracteres
nao idénticos entre diferentes sequéncias.
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Penalidades por lacuna (PL): conjunto de para-
metros necessarios para atribuir a pontu-
acao para uma lacuna em um sistema de
alinhamento por pontuagao.

RMSD: desvio médio quadratico.

Tradugao: tradugdo (in silico) de uma sequéncia
de mRNA em sua possivel sequéncia pro-
teica correspondente

3.13. Leitura recomendada

BOGUSKI, Mark S. A molecular biologist visits
Jurassic Park. Biotechniques, 12, 668-
669, 1992.

CARUGO, Oliviero. Recent progress in measuring
structural similarity between proteins.
Curr. Protein. Pept. Sci., 8, 219-241,
2007.

MADDEN, Tom. The BLAST sequence analysis
tool. In: McENTYRE, Jo; OSTELL, Jim
(Org.). The NCBI Handbook. Bethesda:
National Center for Biotechnology
Information, 2002.

MARTI-RENOM, Marc A.; et al. Structure
comparison and alignment. In: GU, Jenny;
BOURNE, Philip E. (Org.). Structural
Bioinformatics. 2.ed. Hoboken: John
Wiley & Sons, 20009.

MAYR, Gabriele; DOMINGUES, Francisco S.;
LACKNER, Peter. Comparative analysis of
protein structure alignments. BMC Struct.
Biol., 7, 50, 2007.

MOUNT, David W. Bioinformatics: Sequence
and Genome Analysis. 2.ed. Cold Spring
Harbor: Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 2004.

ROSSMANN, Michael G.; ARGOS, Patrick. The
taxonomy of binding sites in proteins.
Mol. Cell. Biochem., 21, 161-182, 1978.



“Filogenia Molecular”

Braun RL, Jungueira DM, , Verli H
Bioinformatica: da Biologia a Flexibilidade Molecular, 2014
Capitulo 05

E-book disponivel em: http://www.ufrgs.br/bioinfo/ebook/



- BIOINFORMATICA

da Biologia
a Flexibilidade Molecular

Hugo Verli (org)

Apoio:

E\\Ul\“‘“q



Conteudos

ADFESCNTUCHD ..ueveveeeerereeeeereeteceeeetesteiseestessessesessessesessesseseesessessesessessessesesessesessenses vi
AULOIES ..ttt ettt ettt et sttt st s e s st st sssssnnsses viii
AGFAUCCIMEBINTOS ...ttt cte e ste st se st e e ese st e s esesse s e e esesesnesesensns ix
Capitulo 1: O que é DioINfOrMATICA? ......ueeeeeereeeeeeeeeeeeeeeete ettt ese s 1
Capitulo 2: Niveis de informacao BiolOGiCa .........eeeeeeeeeeceeeereceeieeeeeeceeeereceeanns 13
Capitulo 3: AlINNAMENTOS ......eceeeeeeeeeeeereeteeeeeteeteieeectesseeesesseseesessessesessesseseesesenees 38
Capitulo 4: Projet0s gENOMUQ .........eeeeeeveeeeieeeeeeceeieeseeseseesessessesessesssssesessessesessens 62
CaPItUIO B: FIlOGONIQ .....eeeeeveeeeeeereeeeeeetecteeetecteeeeete e esesasseesesse s e esesse s esessensenes 80
Capitulo 6: Biologia de SISEEIMAS ..........eeeereeeeceereereceeeereeteieereereseeeesessessesesseseseesens 115
Capitulo 7: Modelos tridimenSiONais ............cececeeveereerereereereireeereseeeeseseeseeseesensens 147
Capitulo 8: DinGmica MOIGCUIAY .........eeeeeeeeeereeeeeeeceereetecte ettt ese e 172
Capitulo 9: ALrACAMENLOD ...ttt cte et esse s seesesse s sessesseseeseees 188
Capitulo 10: DicroiSMO CitCUIAL ....ueeeeeeeeeeeeeeecteeetecteeeteete et sae e esesens 209
Capitulo 11: INFrAVEIMEING ...ttt ete et ee s s s 220
CaPItUIO 12: RMN ...ttt e s e saesseseesesse e s et e s esesse s esesensenen 236

Capitulo 13: CriSEAIOGIUSIQ ....eoueereeeeeeeeereeeeerecteeeeete et ctesre e sesae s e esessenees 251



viii

Autores

Bruno César Feltes
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Camila S. de Magalhées
Pélo de Xerém, UFRJ

Charley Christian Staats
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Dennis Maletich Junqueira
Depto Genética, UFRGS

Diego Bonatto
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Edwin A. Yates
Instituto de Biologia Integrativa, Universidade de
Liverpool

Fabio Lima Custddio
Laboratdrio Nacional de Computagdo Cientifica

Fernanda Rabaioli da Silva
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Fernando V. Maluf

Centro de Inovacdo em Biodiversidade e Farmacos,
IFSC - USP

Glaucius Oliva
Centro de Inovacdo em Biodiversidade e Farmacos,
IFSC - USP

Gregorio K. Rocha
Laboratdrio Nacional de Computagdo Cientifica

Guilherme Loss de Morais
Laboratdrio Nacional de Computagdo Cientifica

Helena B. Nader

Departamento de Bioquimica, Unifesp

Hugo Verli
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Isabella A. Guedes

Laboratdrio Nacional de Computagdo Cientifica

Ivarne L. S. Tersariol
Departamento de Bioquimica, Unifesp

Jodo Renato C. Muniz
Grupo de Biotecnologia Molecular, IFSC - USP

Joice de Faria Poloni
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Laurent E. Dardenne
Laboratoério Nacional de Computagdo Cientifica

Luis Mauricio T. R. Lima
Faculdade de Farmacia, UFRJ]

Marcelo A. Lima
Departamento de Bioquimica, Unifesp

Marcius da Silva Almeida
Instituto de Bioquimica Médica, UFRJ]

Priscila V. S. Z. Capriles
PPG Modelagem Computacional, UFJF

Raphael Trevizani
Laboratoério Nacional de Computagdo Cientifica

Rafael V. C. Guido

Centro de Inovagdo em Biodiversidade e Farmacos,
IFSC - USP

Rodrigo Ligabue Braun
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Rogério Margis
Centro de Biotecnologia, UFRGS

Yraima Cordeiro
Faculdade de Farmacia, UFRJ]



81

Estabelecimento de relagdes evolutivas a partir de
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5.10. Conceitos-chave

5.1. Introducao

Desde seus primdrdios, a humanidade
se mostrou inclinada a organizar e classificar
o mundo a sua volta com o objetivo de facili-
tar o entendimento e a comunicacao. Em re-
lacdo ao mundo natural, diferentes sistemas
foram empregados para compor métodos de
organizacao e classificar os organismos, utili-
zando critérios naturais ou artificiais.

Um dos sistemas de maior influéncia no
periodo pré-Darwiniano foi a Escala Natural
de Platao. Neste sistema, do fogo ao ser hu-
mano, diferentes niveis eram organizados a
maneira de uma escada. A ideia de ascensao

5. Filogenia Molecular

Rodrigo Ligabue Braun
Dennis Maletich Junqueira
Hugo Verli

estava associada a perfeicao, representada
em sua forma plena pelo homem. O sistema
classificatério de Lineu, por sua vez, se base-
ava em caracteristicas visiveis, arbitraria-
mente selecionadas para classificar os seres
vivos (por exemplo, nimero de patas ou de
pétalas), sendo o ser humano o organismo do
topo da cadeia. Sistemas como este sao con-
siderados sistemas artificiais, pois estao su-
jeitos a tendéncia de seu autor em considerar
um caractere em detrimento de outro(s),
conforme sua vontade ou necessidade. En-
tretanto, como o préprio Lineu reconheceu,
tais sistemas foram absolutamente necessa-
rios para a fase inicial (descritiva) da biologia,
servindo de base para o sistema natural de
classificacao e para as hipdteses de similari-
dade que surgiriam a seguir.

Ao final do século XVIil e inicio do século
XIX, surgem os sistemas naturais de classifi-
cacao. Estes buscavam refletir sobre a ordem
natural dos seres vivos atraves de poucas
caracteristicas intrinsecas, geralmente asso-
ciadas a forma. No entanto, com o objetivo de
tornar a classificacdo mais racional, tomaram
lugar debates sobre a real necessidade de
haver um sistema hierarquico de organizacao
dos organismos. Opositores da ideia conside-
ravam que a classificacdo era, muitas vezes,
inadequada e desnecessaria, e que ndo deve-
ria ser um fim em si mesma, sendao um me-
todo para o levantamento de novas perguntas
a Biologia.

Em 1818, a introducdo do conceito de
homologia por E.G. Saint-Hillaire causa uma
revolucao nas ciéncias bioldgicas. Para ele e
seus colegas, partes homologas correspon-
diam as partes de animais diferentes com
uma estrutura essencialmente semelhante,
mesmo com forma ou funcdo distintas. Por
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exemplo, as asas de um morce-
go, as nadadeiras de uma baleia e
0s bracos de um macaco, segun-
do esta légica, sao considerados
orgaos homologos e podem ser-
vir como critério para agrupar
morcegos, baleias e macacos em
um mesmo grupo. Assim, a ho-
mologia serviria como critério
principal para uma classificacao
natural dos organismos.

A partir da famosa publi-
cacao de Darwin, “A Origem das
Espécies”, em 1859, a classifica-
¢ao dos organismos passou a ser
ndo apenas natural, mas também a apresen-
tar uma condicao essencial de ancestralidade
comum. Segundo este pensamento, os orga-
nismos sao derivados uns dos outros, desde
o surgimento da vida na terra. Darwin repre-
sentou este padrao através de um esquema
de ramificacao, onde os galhos representam
o tempo entre o organismo ancestral e o no-
VO organismo, e 0s nos representam os pro-
prios organismos. Mais tarde, esta viria a ser
a primeira arvore filogenética utilizada para
representar processos evolutivos.

Com influéncia direta da teoria evolutiva
de Darwin (e colaboracées de Wallace e
Lamarck), desenvolve-se a Taxonomia Evolu-
tiva. Este sistema de classificacao incorporou
o vetor tempo (cardter temporal normal-
mente inferido por meio de fdsseis) e, além
disto, adicionou uma quantificacao da diver-
géncia estrutural entre os grupos (a chamada
distancia patristica). J& em meados do século
XX, inicia-se a Fenética (taxonomia numeérica
ou neodansoniana). Esta escola buscava in-
cluir na classificacao dos organismos o maxi-
mo possivel de caracteristicas,
atribuindo-lhes 0 mesmo peso na tentativa de
eliminar qualquer subjetividade ou arbitrarie-
dade. Seu impacto, entretanto, foi limitado
devido as dificuldades em traduzir os indices
(valores) obtidos em informacées relevantes
do ponto de vista biolégico (como a separa-
cao de espécies, por exemplo). Na mesma
época, surge a Cladistica (ou sistemética filo-
genética), liderada pelo entomdlogo alemao

das Espécies)

K %ﬁ
A primeira arvore filogenética

moderna (esbogo de Darwin
no manuscrito de A Origem

=z
4

Willi Hennig. Na proposta de
Hennig (1950), organismos que
c compartilhassem  caracteristi-
cas derivadas (apomdrficas)
poderiam ser  considerados
descendentes do organismo
ancestral, na qual a caracteris-
tica em seu estado primitivo (ou
plesiomarfico) passou para o
estado derivado.

Desde a origem dos siste-
mas de classificacdo até a Cla-
distica, 0s metodos
baseavam-se  essencialmente
no fendtipo dos organismos, ou
seja, em suas caracteristicas fisicas clara-
mente discerniveis. Entretanto, com o adven-
to dos métodos de sequenciamento, tanto
protéico quanto genémico, cada vez mais os
dados moleculares foram se tornando im-
portantes nas andlises evolutivas de ances-
tralidade. Neste sentido, a ciéncia passa de
um ponto de vista macroscépico a um ponto
de vista molecular de analise.

O meétodo de sequenciamento de ami-
noacidos, iniciado por Sanger em 1954, abriu
caminho para que proteinas de uma mesma
classe, em diferentes organismos, pudessem
ser comparadas quanto as suas origens evo-
lutivas. Da mesma forma, ao decodificar a
primeira longa sequéncia de DNA, em 1577,
Sanger deu inicio a explosao do sequencia-
mento de &cidos nucleicos, permitindo a
comparacdo de genes em larga escala. £ im-
portante destacar que as sequéncias molecu-
lares podem tanto ser comparadas entre si,
buscando conhecer a histdria evolutiva de um
gene ou proteina (por exemplo, relacdes entre
hemoglobinas de diferentes mamiferos),
quanto podem ser associadas a outros dados
na reconstrucdo da histéria evolutiva de or-
ganismos (por exemplo, associando as rela-
¢bes obtidas por comparacdo de DNA
ribossomal de aves com datacao de fdsseis,
buscando estabelecer relacbes de ancestrali-
dade).

No entanto, ao lidar com sequéncias
moleculares, diferentes questdes podem
surgir. Por exemplo, o conceito de gene é di-
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namico e mudou muito desde sua primeira
definicao. Além disso, genes podem sofrer di-
ferentes processos evolutivos que alteram
sua estrutura e/ou funcdo, como mutacées e
rearranjos, ou ainda duplicacbes e perdas de
funcao. Esses fatores fazem com que a rela
¢ao 1:1 entre gene e organismo seja perdida.
Por exemplo, uma mesma leguminosa pode
possuir duas copias do gene para a proteina
leghemoglobina (genes pardlogos). Além dis-
so, muitas sequéncias do genoma ndo che-
gam a etapa de traducao, podendo conter
elementos regulatdrios ou transponiveis. Tais
variacdes aumentam a complexidade e difi-
cultam a interpretacao das relacbes de des-
cendéncia.

5.2. Aplicacoes

Ao classificarmos os organismos, atri-
buimo-lhes uma histéria evolutiva. Essa his-
toria, entretanto, €  frequentemente
desconhecida. Sendo assim, € necessario in-
ferir a sequéncia de mudangas que levaram
ao surgimento de um novo organismo ou pro-
teina. Contudo, existe apenas uma histdria
verdadeira, que talvez jamais seja conhecida.
Assim, ao empregarmos as tecnicas filogené-
ticas, o objetivo é coletar e analisar dados ca-
pazes de fornecer a melhor estimativa para
chegarmos a filogenia verdadeira. De certa
forma, a obten¢ao de filogenias lembra a atu-
acdo de um historiador. Baseando-se em da-
dos disponiveis no presente (tais como
organismos vivos, fésseis e sequéncias mole-
culares), tenta-se obter uma imagem de co-
mo teria sido o passado.

Quando analisamos sequéncias de nu-
cleotideos ou aminoacidos para inferir uma fi-
logenia, utilizamos informacdes derivadas das
taxas evolutivas para determinar a sequéncia
de eventos que levaram ao surgimento de no-
vos organismos. A taxa de evolugdo molecu-
lar refere-se a velocidade na qual os
organismos acumulam diferencas genéticas
ao longo do tempo. Essa taxa é frequente-
mente definida pelo nimero de substituicdes
por sitio (ou posicao no alinhamento de se-
quéncias) por unidade de tempo e, portanto,

sdo usadas para descrever a dinamica das
mudan¢as em uma linhagem ao longo de va-
rias geracoes.

As taxas evolutivas sao empregadas
quando se buscam estimativas temporais pa-
ra datacdo de eventos evolutivos. Normal-
mente, se assume que as mudancas nas
sequéncias se acumulam a uma taxa mais ou
menos constante ao longo do tempo. Esse
conceito @ chamado de Hipdtese do Reldgio
Molecular. Entretanto, é conhecido que as ta-
xas evolutivas sao dependentes de varios fa-
tores, tais como o tempo de geracao, o
tamanho da populacao e do préprio metabo-
lismo, o que normalmente viola o modelo es-
trito de relégio molecular. Com base nestas
informacdes, diversos modelos foram pro-
postos para lidar com desvios no comporta-
mento temporal de diferentes linhagens
moleculares e, hoje em dia, sao referidos co-
mo reldgios moleculares relaxados.

Atualmente, a inferéncia filogenética é
um campo de pesquisa a parte das outras ci-
éncias. Tornou-se uma ferramenta comple-
mentar para diversas areas e indispensavel
para outras. Apesar de ter sido idealizada pa-
ra desvendar apenas as relacdes evolutivas
entre organismos, atualmente a filogenética
molecular é aplicada a problemas muito mais
diversos que este. Com o advento do reldgio
molecular estrito, foi possivel aplicar a esti-
mativa de tempo as filogenias e datar surgi-
mento de espécies, disseminacao de
organismos e, até mesmo, entender grandes
eventos bioldgicos que ocorreram no passa-
do. Com a abordagem relaxada do reldgio
molecular, iniciou-se a utilizacdo de modelos
de dinamica populacional que comportam os
eventos coletivos de grupos especificos. Ain-
da, com o avanco da capacidade de processa-
mento computacional, vem sendo possivel
criar algoritmos capazes de reconstruir ge-
nomas ancestrais. Também a partir da filoge-
netica molecular desenvolveu-se o campo da
filogeografia. Segundo esta a@rea do conheci-
mento, as filogenias podem ser utilizadas pa-
ra verificar a distribuicdo geografica de
individuos. Neste contexto, outras técnicas,
além das filogenias, sao incorporadas as ana-
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lises, incluindo a estruturacdo de genes, as
analises de redes e as analises de haplétipos.

A filogenia molecular busca inferir a his-
toria evolutiva de organismos ou outras enti-
dades bioldgicas (como proteinas e genes) a
partir de sequéncias de acidos nucleicos ou
aminoacidos. Ao investigar as relacdes entre
diferentes espécies, andlises de genes ribos-
somais sao comumente empregadas, pois in-
dependentemente da espécie ou do
organismo, os individuos possuirao genes co-
dificantes de RNA ribossémico. Em contra-
partida, quando se busca compreender as
relacdes entre diferentes enzimas de uma
mesma familia é necessario utilizar sequénci-
as de aminoacidos, e nao de nucleotideos. Em
determinadas situacdes, o genoma completo
pode ainda ser utilizado para inferir a filoge-
nia. Este é o caso de diversos virus, especial-
mente quando se busca compreender a
origem de novas variantes ou a disseminacao
de uma cepa. O alvo de estudo (isto é, se-
quéncia de nucleotideos ou aminoacidos, gene
ou genoma) depende, exclusivamente, do ob-
jetivo da andlise e é um dos principais fatores
a ser definido primariamente pelo pesquisa-
dor.

Atualmente, as filogenias funcionam co-
mo importantes ferramentas para diferentes
areas do conhecimento, incluindo as areas de
evolugao, genética, epidemiologia, microbio-
logia, virologia, parasitologia, botanica e zoo-
logia, dentre outras. Adicionalmente, de
maneira inédita, a inferéncia filogenética foi
utilizada como evidéncia para a resolugao de
crime e principal prova durante um impasse
internacional envolvendo diferentes paises.
Em resumo, dependendo do objetivo, os me-
todos de construcao de filogenias (inferéncia
filogenética) s@o a base para diversas areas e
importantes objetos para o avanco computa-
cional na andlise de dados bioldgicos.

5.3. Representacao de arvores

A Filogenética (termo obtido por uniao
dos termos gregos para tribo e origem) € a
ciéncia que busca reconstruir a histéria evolu-
tiva dos organismos, levando em conta as se-

quéncias de nucleotideos ou aminoacidos. As
hipdteses sobre a histdria evolutiva sao o re-
sultado dos estudos filogenéticos e se cha-
mam Filogenia.

As filogenias ou arvores filogenéticas
representam o contexto evolutivo dos orga-
nismos de forma grafica. Sao formadas por
nds (pontos) ligados por diversos ramos (li-
nhas) (Figura 1-5). Os nds terminais, mais ex-
ternos na filogenia, identificam os individuos,
genes ou proteinas que foram amostrados e
incluidos na analise filogenética. Geralmente
representam o alvo de estudo do pesquisador
e estao ligados aos nés mais internos na filo-
genia atraves de tracos horizontais, chama-
dos de ramos terminais (Figura 1-5).

Os nos internos, pelo contrario, repre-
sentam individuos ndo amostrados. Eles
identificam uma inferéncia evolutiva do an-
cestral comum mais recente dos ramos deri-
vados daquele né e se ligam a nos cada vez
mais internos, através dos ramos internos.
Por exemplo, na Figura 1-5, os grupos de nds
terminais representados em verde possuem
como ancestral comum o nd laranja, mais in-
terno, enquanto os nos terminais azuis pos-
suem como ancestral comum o no lilds. Da
mesma forma, o né vermelho é a represen-
tacdo do individuo, gene ou proteina mais an-
cestral da filogenia que, atraves de processos
evolutivos, deu origem aos nos laranja e lilas.

O tamanho dos ramos horizontais pode
ter diferentes significados, dependendo do
meétodo para inferéncia da filogenia, conforme

ramos terminais

ramos internos

. nos internos
./
raiz

Figura 1-5: Nomenclatura associada a arvores
filogenéticas.
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veremos a seguir. No entanto, os ramos re-
presentados na vertical (Figura 1-5) ndo ex-
pressam qualquer significado, e seu tamanho
ndo altera em nada a idéia filogenética. Como
a andlise pode ser feita em diferentes niveis,
utilizando dados moleculares de genes, pro-
teinas, individuos, espécies, géneros, familias,
ou qualquer outro taxon, os nds terminais sao
amplamente denominados OTUs (operational
taxonomical units), ou unidades taxonémicas
operacionais (também chamados de folhas,
Figura 2-5). A ordem e disposicdo exata das
OTUs em uma filogenia € denominada topolo-

gia.

Figura 2-5: Arvore dicotémica dos grupos de
vertebrados. As OTUs (nds terminais) estdo
representadas por fcones (peixes
pulmonados, anfibios, mamiferos, tartarugas,
lagartos e serpentes, crocodilos e aves).
Observe que o grupo dos reépteis é
parafilético (destacado em vermelho). O
grupo seria considerado monofilético se
incluisse as aves.

Além da forma grafica, as arvores filogenéticas po-
dem também ser descritas na forma textual. Em vez
do diagrama com linhas e pontos, as relacdes evoluti-
vas sao representadas por notacées com parénteses.
A estrutura da arvore da Figura 2-5, por exemplo, po-
de ser descrita linearmente como (Peixes pulmonados,
(Anfibios, (Mamiferos, (Tartarugas, (Lagartos, (Croco-
dilos, Aves)))))) ou (Peixes pulmonados + (Anfibios +
(Mamiferos + (Tartarugas + (Lagartos + (Crocodilos +
Aves)))))). Estas notacGes foram desenvolvidas para
utilizagdo computacional da informacao filogenética.
Algoritmos e programas que realizam analises mole-
culares necessitam da informacao na forma textual e,
quando necessario, fornecem a saida para o usuario na
forma grafica.

Partindo do principio de derivacao evo-
lutiva, onde um organismo da origem a outro
(ou outros), podemos reconhecer dois princi-
pais processos na representacao de filogeni-
as: derivacdo dicotbmica e derivacao
politémica. No primeiro caso, cada né interno
da origem a apenas dois ramos. Para espéci-
es, por exemplo, a ramificacao de um ances-
tral comum em dois ramos evidencia o
processo de especiacao. No segundo caso,
trés ou mais ramos surgem de um mesmo no
interno.

Apesar de arvores dicotémicas serem mais comuns
e normalmente esperadas, em alguns casos, como a
dispersao explosiva do HIV e do HCV, arvores politémi-
cas representam melhor o processo evolutivo. Casos
como estes, onde um ancestral comum origina simul-
taneamente varias linhagens descendentes, sdo cha-
madas de politomias verdadeiras (hard polytomies).
Por outro lado, as politomias falsas (soft polytomies)
sdo casos onde a topologia ndo foi bem resolvida por
ndo haver certeza do padrao de ancestralidade, tor-
nando multipla uma divisdo que se esperaria ser for-
mada por uma série de divisdes dicotémicas.

Assim, ao agruparmos as OTUs segun-
do a sua ancestralidade, podemos reconhecer
diferentes padrées: grupos monofiléticos, pa-
rafiléticos e polifiléticos (Figura 2-5). Os gru-
pos monofiléticos incluem todos os membros
descendentes de um unico ancestral, assim
como o proprio ancestral. Na Figura 2-5, por
exemplo, as aves e os crocodilos sao consi-
derados um grupo monofilético, pois com-
partiham o mesmo ancestral comum. Da
mesma forma, as aves, os crocodilos e os la-
gartos também podem ser considerados um
grupo monofilético, pois se originaram de um
mesmo ancestral. A andlise das relacées en-
tre os grupos, neste caso, dependera do ob-
jetivo do pesquisador. Adicionalmente, os
grupos monofiléticos podem ser denomina-
dos clados por agruparem duas ou mais se-
quéncias que sao descendentes de um
mesmo ancestral (Figura 3-5a e b). A organi-
zacao da topologia em que um clado estd
contido em outro é comumente chamada de
clados aninhados ou clados embutidos (Figu-
ra 3-5¢c).

Os grupos parafiléticos, por sua vez, se



86

5. Filogenia Molecular

a.
b.

c \ 4 \ 4 \ 4
Figura 3-5: (a) Exemplos de clados
destacados em verde. (b) Exemplos de
organizacées da topologia que nao

caracterizam a existéncia de um clado,
destacados em laranja. (c) Diferentes niveis
de clados que podem estar embutidos em um
clado de maior ordem. Observe que os clados
de diferentes ordens, quando embutidos,
formam clados monofiléticos.

originam de um Unico ancestral, mas nem to-
dos os organismos derivados deste ancestral
fazem parte do grupo. Na Figura 2-5, os rép-
teis sdo um grupo formado pelas tartarugas,
lagartos e crocodilos, e seu ancestral comum
estd na base do ramo que da origem as tarta-
rugas. No entanto, este ancestral comum
também deu origem as aves e, por isso, 0s
répteis nao podem ser considerados um gru-
po monofilético, mas um grupo parafilético.
Finalmente, os grupos polifiléticos pro-
vém de dois ou mais ancestrais diferentes.
Nestas relacbes se encontram OTUs que
apresentam caracteristicas comuns, mas que
possuem diferentes ancestrais comuns. Por
exemplo, a condicdo endotérmica (animais
que mantém a sua temperatura corporal
constante) é apenas apresentada por aves e
mamiferos. Por este critério, poderiamos
agrupar estes dois grandes grupos sem, no
entanto, compartilharem o mesmo ancestral
comum direto (Figura 2-5). A organizacao

destes grupos permite descrever caracteris-
ticas resultantes de convergéncia evolutiva,
pois uma mesma caracteristica se desenvol-
veu independentemente em diferentes gru-
pos.

Sabendo das relacdes evolutivas entre
0s taxons e da existéncia de ancestrais co-
muns, as arvores podem ser representadas
de maneira a evidenciar o ancestral mais an-
tigo (arvore com raiz ou enraizada), ou apenas
destacar as relacdes evolutivas entre os ta-
xons, sem destacar qual a OTU mais ances-
tral (drvore sem raiz ou nao enraizada)
(Figura 4-5).

A raiz da filogenia é a espécie ou se-
quéncia ancestral a todo o grupo que esta sob
analise. Quando presente, a raiz aplica uma
direcao temporal a arvore, permitindo obser-
var o sentido das mudancas evolutivas da raiz
(mais antigo) aos ramos terminais (mais mo-
dernos). Uma d&rvore nao enraizada, pelo
contrario, reflete apenas a topologia estabe-
lecida entre as OTUs, sem indicar o ancestral
do grupo. Arvores nao enraizadas podem ser
confusas, e sua interpretacao requer mais
cuidado devido a facilidade em cometer erros
de andlise (Figura 4-5).

a. Arvore enraizada
o
Q.
=
g
«—— Raiz
b. Arvore ndo enraizada

Figura 4-5: Comparacao de arvores (a)
enraizadas e (b) ndo enraizadas. No primeiro
caso, e possivel definir a direcao das
mudancas evolutivas, devido a presenca do
vetor tempo dado pela presenca da raiz.
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A identificacao de uma raiz nas filogeni-
as geralmente requer a inclusao de uma ou
diversas OTUs que representem grupos ex-
ternos. Os grupos externos devem ser an-
cestrais comuns das OTUs em estudo, ja
conhecidos, que indicardo caracteres presen-
tes em organismos mais proximos aos an-
cestrais, provendo um direcionamento para a
interpretacao dos processos evolutivos. Para
o caso do estudo de HIV, por exemplo, é co-
mum que os virus da imunodeficiéncia de si-
mios (SIV) sejam utilizados como grupo
externo nas filogenias, pois sabidamente es-
tes virus deram origem ao HIV.

A adicao de grupos externos aumenta o nimero de
topologias diferentes que uma filogenia pode assumir.
O numero de arvores possiveis varia com o nimero de
OTUs e com a presenca ou auséncia de raiz. Para mais
de duas OTUs, a quantidade de possiveis arvores com
raiz € sempre maior que o nimero de arvores sem raiz.
A possibilidade de inferéncia de diferentes topologias
para os mesmos dados moleculares ressalta a extre-
ma variabilidade de cendrios possiveis na busca do
verdadeiro evento evolutivo. E importante também
ressaltar que, assim como a complexidade, o tempo
computacional envolvido na construcao das filogenias
aumenta exponencialmente com o aumento de OTUs.

Em relagao a topologia das arvores, a
inversdo de ramos derivados de um mesmo
no nao altera a relacao evolutiva apresentada
pela arvore (Figura 5-5). Nesse sentido, a ar-
vore filogenética pode ser comparada a um
mobile: cada pega suspensa é livre para girar
em seu eixo, ficando mais préxima ou mais
distante espacialmente das outras pegas, sem
alterar a estrutura geral do objeto. Indepen-
dentemente da posicdo destas OTUs, apds o
giro dos ramos, o mesmo ancestral comum
sera identificado e, por isso, nao ha qualquer
alteracao no significado da filogenia.

Quanto a nomenclatura de arvores filo-
genéticas, diferentes termos sdao emprega-
dos, tais como cladogramas, filogramas e
dendrogramas (Figura 6-5). Um cladograma
€ uma arvore simples, que retrata as relacdes
entre os nos terminais. Pelo contrério, uma
arvore aditiva (arvore métrica ou filograma)
apresenta informacdes adicionais, pois o
comprimento dos ramos é proporcional a al-

Figura 5-5: A porcao terminal da arvore dos
vertebrados (representada na Figura 2-5) foi
rearranjada de diferentes maneiras (as setas
indicam o ponto de rotacdo). Conforme a
analogia de um mobile, todas elas
representam a mesma relacao evolutiva.

gum atributo, como quantidade de mudanca.
Por sua vez, uma arvore ultrameétrica (ou
dendrograma) constitui um tipo especial de
filogenia devido aos seus ramos serem equi-
distantes da raiz. Os dendrogramas podem,
desta forma, retratar o tempo evolutivo. E
importante ressaltar que alguns autores de-
nominam qualquer filogenia como cladogra-
ma, o que pode ser confuso.
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A A
+
*

a * b *
————— e
+ +
P K g *

Figura 6-5: Nomenclatura de arvores
filogeneéticas. Observe que os cladogramas a
e b sao equivalentes, mas o filograma ¢ e o
dendrograma d ndo o sao.

O tipo de dado molecular a ser empre-
gado nas andlises também deve ser levado
em conta. Sequéncias de aminoacidos sao
mais conservadas que sequéncias de acidos
nucleotideos em decorréncia da degeneracao
do codigo genético. S3o, portanto, Uteis em
analises de produtos de genes ou espeécies
que visam entender fenémenos que aconte-
ceram ha amplos periodos de tempo evoluti-
vo. Além disso, por formarem um conjunto de
pelo menos 20 membros (contra quatro
membros presentes em DNA ou RNA), sua
variacao pode ser mais significativa.

A despeito desta diferenca no volume
de informacao, com a popularizacdo do se-
quenciamento de &cidos nucleicos, especial-
mente DNA, sequéncias de nucleotideos
passaram a ser as mais empregadas em es-
tudos de filogenia. Acidos nucleicos sdo mais
propensos a alteracdes, podendo sofrer tran-
sicdes (quando ocorre a troca de uma purina
por outra purina, ou de uma pirimidina por
outra pirimidina) e transversdes (quando
ocorre a troca de uma purina por uma pirimi-
dina ou vice-versa), além de insercées ou de-
lecdes de pares de base que interferem no
quadro de leitura. Essa variabilidade pode ser
interessante no estudo de eventos mais re-

centes do ponto de vista evolutivo.

E preciso, assim, conhecer o caso de
estudo e o tipo de pergunta que se busca
responder com cada filogenia. Ao lidarmos
com genes de diferentes espécies, por exem-
plo, & importante saber da existéncia e dispo-
sicdo de introns, da necessidade de lidar com
0 gene inteiro ou apenas parte dele ou da ne-
cessidade de incluir regides regulatdrias para
a analise.

Um exemplo recente da aplicacao de
analises filogenéticas esta no caso da identi-
ficacdo da origem da linhagem do virus influ-
enza HIN1, envolvido no surto de gripe de
2009. Para tanto, Smith e colaboradores
empregaram genomas completos de influen-
za isolados de diferentes localidades e hos-
pedeiros, e construiram arvores filogenéticas
para cada uma das oito regides do genoma
buscando identificar a fonte de cada rearranjo
presente no virus envolvido no surto. Por
meio das arvores obtidas, foi possivel rastre-
ar a contribuicao genética dos virus isolados
de aves, suinos e humanos (Figura 7-5). As-
sim, o emprego da filogenia neste trabalho
permitiu ndo apenas caracterizar o virus do
ponto de vista molecular, como também re-
construir a histéria evolutiva do agente etio-
l6gico de uma pandemia.

5.4. Distancia genética

A formulacdo de modelos evolutivos é
uma maneira de descrever matematicamente
0s processos que moldam as mudancas nas
sequéncias de nucleotideos ou aminoacidos
dos organismos ao longo do tempo. Do ponto
de vista molecular, estas mudancas podem
ser resultado de diferentes forcas evolutivas
que reorganizam a sequéncia e a propria es-
trutura dos genes.

Um modelo geral para descrever de
maneira eficaz estas alteracdées evolutivas
deveria considerar os processos de substitui-
¢ao, insercao, delecdo e duplicagao, bem co-
mo ocorréncia de transposicao ou até mesmo
de retrotransposicao. Contudo, apesar de es-
tes fendmenos serem claros agentes na mo-
delagem dos genomas, matematicamente
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virus
H1N1
aviario
PB2,PA

H1N1

aviario

virus H1IN1

N

suino classico

suino

surto humano
com gripe suina

H3,N2,PB1

virus H3N2
humano sazonal

1979

surto humano
com virus HIN1
suino

infecg@o humana
esporadicacom virus
recombinantesuino  :

PB2,PB1, PA,
H1,NPNS

humano

1992 1997 1998 2009

Figura 7-5: Representacao esquematica das recombinacées que originaram o virus Influenza
envolvido no surto de gripe suina em 2009. Diferentes linhas representam diferentes regies
do genoma do virus. Observe a interacao entre virus de origens aviaria, suina e humana em
eventos que datam, pelo menos, desde 1990. Os eventos de recombinacdo e as analises
temporais foram baseadas em andlises filogenéticas (Adaptado de Smith e colaboradores,
Origins and evolutionary genomics of the 2009 swine-origin HINT influenza A epidemic. Nature,

459, 1122-1125, 2009).

ainda nao é factivel coloca-los como compo-
nentes de modelos que expliquem inteira-
mente o processo evolutivo.

Assim, devido a grande relevancia dos
mecanismos de substituicao para a evolucao
dos genomas em diferentes organismos e da
disponibilidade de modelos de probabilidade
estatistica que expliquem este processo, as
trocas tém sido o principal alvo para o de-
senvolvimento de modelos matematicos e
compdem a base de diversos métodos de in-
feréncia filogenética.

Apds a divergéncia de duas sequéncias a
partir de seu ancestral comum, de forma di-
cotébmica, fenémenos evolutivos garantirao

as mudancas nas sequéncias de nucleotideos
de forma independente (Figura 8-5). Uma
medida tradicional para expressar o nimero
de substituicbes de nucleotideos que se acu-
mularam nas sequéncias desde a divergéncia
e chamada de distancia genética. Esta infor-
macao e uma medida quantitativa da dissimi-
laridade genética entre diferentes OTUs, e
permite estabelecer uma estimativa relativa
da quantidade de mudancas que ocorreram
desde a divergéncia.

A distancia e também um importante
conceito na construcdo de filogenias, pois esta
diretamente relacionada com a relacdo evo-
lutiva entre duas OTUs: uma menor distancia
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a. 0 tempo t

e |
TGGGACGGGGTC
Sequéncia Derivada 1

TGGGACGGGGC
Sequéncia Ancestral
TGGGGCGGGGCC

b 0 en I! )0
. '—iA ?

TGGCACGGGGCC
Sequéncia Derivada 1

TGGGACGGGGCC

Sequéncia Ancestral

TGG "GGGGCC

Sequéncia Derivada 2

Figura 8-5: Apds a divergéncia de dois
organismos a partir de seu ancestral comum,
seus genomas acumularao diferencas
independentemente. (@) A medida da
dissimilaridade  genética  entre  duas
sequéncias homdlogas ao longo do tempo é
chamada de distancia genética, e a relacao
temporal entre duas sequéncias divergentes
é dada por 2« (b) A ocorréncia de multiplas
substituicbes ao longo do tempo na
divergéncia de sequéncias homdlogas pode
mascarar as verdadeiras diferencas entre as
sequéncias. Apesar de ocorrerem dois
eventos de mutacao na sequéncia derivada 1,
apenas o Ultimo evento é observado, pois
ocorreram no mesmo sitio. Os quadrados em
vermelho evidenciam as diferencas em
relacao as sequéncias ancestrais.

genética indica uma relacdo evolutiva mais
préxima, enquanto que um valor maior sugere
uma derivacdo evolutiva proporcionalmente
maior. Tipicamente, a informacao da distancia
genética é incorporada a inferéncia filogeneti-
ca na definicdo do tamanho dos ramos. No
entanto, além desta informacdo é necessaria
uma escala de distancia que especifique o nu-
mero de mudancas que ocorreram ao longo
do ramo.

O meétodo mais simplista para avaliar a
distancia genética entre duas sequéncias é
conhecido como distancia p. Este método é
baseado na contagem das diferencas dividida
pelo numero total de sitios do alinhamento.
Se oito sitios sao diferentes entre duas se-

quéncias homalogas com tamanho de 100pb,
a distancia p obtida sera 0,08. Este resultado
reflete a porcentagem de sitios diferentes em
relacao ao tamanho total da sequéncia, e ge-
ralmente é utilizado na especificacao da es-
cala de distancia das filogenias (Figura 8-5).

A variagao genética em um determinado
sitio pode decorrer de diferentes processos e
resultar em mais de uma substituicdo. As
multiplas  substituices, ou multiple hits,
ocorrem naturalmente e podem subestimar o
verdadeiro nimero de mudancas no calculo
da distancia p, j@ que “escondem” as diversas
trocas de nucleotideos ou aminoacidos. Na
Figura 8-5b, por exemplo, apesar de ocorre-
rem duas substituicées no mesmo sitio ao
longo de um dos ramos, aparentemente a se-
quéncia derivada parece ter sofrido somente
um evento evolutivo. Sendo assim, a relacao
entre as diferencas nas sequéncias e o tempo
decorrido da divergéncia nem sempre é linear,
especialmente devido a ocorréncia das multi-
plas substituicbes em um mesmo sitio.

Devido a ineficacia da distancia p em
efetivamente estimar a distancia genética en-
tre duas sequéncias, diferentes modelos pro-
babilisticos foram  desenvolvidos para
descrever as mudancas entre os nucleotideos
e corrigir a distancia observada. Tais modelos
implicam no uso de diversas suposicées sim-
ples a respeito das probabilidades de substi-
tuicdo de um nucleotideo por outro, mas
garantem uma aproximacao da realidade
quando sustentadas por uma taxa de muta-
¢ao fidedigna.

Estas técnicas de correcao sao comu-
mente conhecidas por modelos de substitui-
cao (ou matrizes de substituicdo), e garantem
a conversao da distancia observada em medi-
das de distancias evolutivas préximas da rea-
lidade, permitindo reconstruir a histéria
evolutiva dos organismos.

Diversos modelos de substituicdo foram propostos
para explicar as trocas de nucleotideos em sequéncias
de DNA, reduzindo a complexidade do processo evolu-
tivo a um padrao de mudanca simples que consegue
ser explicado através de poucos parametros. Todos
estes modelos, no entanto, de alguma forma sao inter-
relacionados, diferindo principalmente no ndmero de
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parametros utilizados para explicar estas substitui-
coes. Devido a influéncia do modelo de substituicdo na
inferéncia de filogenias, a escolha de um método parti-
cular deve ser justificada. A estratégia mais simples é
utilizar os modelos que comportam o maior nimero de
varidveis, embora a complexidade nao esteja direta-
mente relacionada a melhor qualidade de analise das
sequéncias. Com o aumento de parametros, o sistema
se torna mais complexo, aumentando a probabilidade
de erro e exigindo um maior processamento computa-
cional. Assim, é necessario verificar os alinhamentos
caso-a-caso para atribuir o melhor modelo de substi-
tuicdo na inferéncia filogenética.

A substituicdo de nucleotideos ou aminodcidos em
uma sequéncia é usualmente modelada sob a forma de
um processo quase aleatdrio. Devido ao cardter dina-
mico desta aleatoriedade, & necessario enquadrar as
substituicdes, seguindo certos pressupostos. Assim, as
substituicdes sdo descritas por um processo de Mar-
kov homogeéneo, onde a probabilidade de substituicdo
de um nucleotideo X pelo Y ndo depende do estado
prévio do nucleotideo X.

As probabilidades de mudanga de um nucleotideo
para outro (ou de um aminodcido para outro) sao es-
pecificadas através de uma matriz 4x4 das taxas de
substituicao (ou 20x20 no caso dos aminodcidos) que
especificam com qual taxa cada um dos nucleotideos
ou aminoécidos poderd mudar para outro. E necessério
assumir também que os eventos de substituicdo sejam
independentes ao longo dos sitios das sequéncias, e
ainda, possuam um cardater reversivel. Além disso, de-
vem especificar a frequéncia estacionaria dos nucleoti-
deos, ou frequéncia de equilibrio, onde sera atribuida a
provavel proporcao de cada um dos caracteres na se-
guéncia.

Para sequéncias de nucleotideos, o modelo de
substituicdo mais simples foi proposto por Jukes e
Cantor em 1969 (JC69). Segundo este modelo, as mu-
dancas entre os nucleotideos podem ocorrer com a
mesma probabilidade, assumindo uma frequéncia es-
taciondria igual para todos (cada nucleotideo tem 25%
de chance de ocorrer na sequéncia).

Com o advento da publicacdo das primeiras se-
quéncias de genoma mitocondrial, na década de 1980,
se observou que as transicdes eram muito mais co-
muns que as transversdes. Devido a uniformidade do
método proposto por Jukes e Cantor, foi necessario
criar um modelo que acomodasse essas diferencas.

Assim, o modelo proposto por Kimura (K80 ou K2P)

Cria as variaveis o e B para representar, respectiva-
mente, as taxas de transicao e de transversao. Apesar
da inclusdo de dois parametros, as frequéncias de
equilibrio se mantém constantes em "4 para cada nu-
cleotideo. Em 1981, Kimura adiciona um terceiro para-
metro (y) ao modelo j@ proposto, passando a ser
identificado como K3P. A atualizacdo do modelo permi-
tiu dividir as taxas de transversao em duas variaveis.

Alguns genomas apresentam uma grande quanti-
dade de guaninas e citosinas em relacdo a timinas e
adeninas. Se algumas bases sdo mais frequentes que
outras, sera esperado que algumas substituicbes
ocorram com mais frequéncia que outras. O modelo
criado por Felseinstein (F81) acomoda essas observa-
cbes e permite que as proporcdes individuais de cada
nucleotideo (frequéncia estaciondria) sejam diferentes
de /. € importante ressaltar que este modelo conside-
rard a mesma proporcdo de bases em todas as se-
quéncias envolvidas no alinhamento. Se diferentes
sequéncias possuem diferente composicao de bases, a
pressuposicao principal do modelo sera violada.

0O modelo HKY85, proposto por Hasegawa, Kishino
e Yano, essencialmente mistura os modelos K2P e F81.
Além de supor que a frequéncia das bases é variavel,
este modelo permite que transicdes e transversées
ocorram com taxas diferentes.

Posteriormente, o modelo GTR (generalised time-
reversible), o mais complexo dos modelos aqui apre-
sentados, foi desenvolvido a partir do HKY85 com o in-
tuito de acomodar diferentes taxas de substituicao e
diferentes frequéncias de bases. Este modelo requer
seis parametros para taxa de substituicdo e quatro pa-
rametros para a frequéncia das bases, misturando to-
dos os modelos aqui descritos.

Atualmente, além destes mais de 200 modelos de
substituicdo podem ser aplicados a alinhamentos de
nucleotideos. Alguns programas, como Modeltest e
Jmodeltest, sdo capazes de selecionar o modelo de
substituicdo que melhor se ajusta a um dado alinha-
mento.

Uma importante extensdo desses modelos de
substituicdo incorpora a possibilidade de variacdo nas
taxas evolutivas entre os sitios, permitindo ao modelo
mais realismo. Assim, para cada sitio no DNA sera atri-
buida uma probabilidade de evolucdo a uma taxa conti-
da em um intervalo discreto de probabilidades. O
método que garante a heterogeneidade de taxas evo-
lutivas & modelado através de uma distribuicdo gama
(T), que considera um numero especifico de taxas de
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evolucao para os sitios do DNA.

A aplicabilidade deste modelo nas inferéncias filo-
genéticas é facilitada pela simplicidade do método, ja
que apenas um Unico parametro (a) controla a forma
da distribuicdo gama. Quando a < 1, existe um grande
nimero de taxas de evolucdo entre os sitios das se-
quéncias em analise, ou seja, quanto maior a, menor a
heterogeneidade. Algumas vezes, uma proporcéo de
sitios invariaveis (I), no qual uma determinada propor-
¢ao de sitios é assumida como incapaz de sofrer subs-
tituicdo, pode também ser usada para modelar a
heterogeneidade entre os sitios.

Ao contrario dos modelos de substituicao de nucle-
otideos, os modelos que explicam as trocas de amino-
acidos sao tradicionalmente empiricos. A partir da
andlise de alinhamentos de proteinas com identidade
minima de 85% Dayhoff, em 1970, desenvolveu uma
série de matrizes de probabilidade que explicavam as
mudancas de aminoacidos ao longo do tempo.

As matrizes PAM, como ficaram conhecidas, cor-
respondem a modelos de evolucdo nos quais os ami-
nodcidos sdo  substituidos —aleatoriamente e
independentemente, de acordo com uma probabilidade
predefinida que depende do préprio aminoacido.

Em 1992, um novo modelo de substituicdo de ami-
noacidos é criado por Henikoff e Henikoff. A andlise de
sequéncias de proteinas distantes evolutivamente,
possibilitada pelo modelo de Henikoff-Henikoff, estabe-
leceu as bases para a criacdo das matrizes BLOSUM.
As matrizes desta série foram identificadas por nime-
ros (por exemplo, BLOSUME2) que se referem a por-
centagem minima de identidade dos blocos dos
aminodcidos utilizados para construir o alinhamento.
Matrizes similares, como GONNET e JTT, surgiram na
mesma epoca.

Em 1996, foi proposto um modelo de substituicao
especifico para proteinas codificadas pelo DNA mito-
condrial, onde foi observado desvio de transicées entre
aminodcidos em relacdo as proteinas codificadas pelo
material genético nuclear. Essa matriz, criada por
Adachi e Hasegawa, foi chamada de mtREV.

Finalmente, em 2001, Whelan e Goldman propdem
a matriz WAG, baseada em combinacdo e ampliagao de
varios modelos de substituicao anteriores. Tal matriz é
considerada superior as suas antecessoras para des-
crever filogenias de proteinas globulares.

5.5. Inferéncia filogenética

A reconstrucao filogenética, ou seja, a
reconstrucao da histdria evolutiva de orga-
nismos, € um complexo processo que envolve
uma série de etapas. O alinhamento, além de
ser o primeiro passo, € um importante ponto
para a inferéncia de filogenias (ver capitulo 3).
Um alinhamento preciso, além de garantir
maior confiabilidade nas analises posteriores,
é requerido por todos os métodos de inferén-
cia filogenética para construcao da arvore.

Depois que o alinhamento foi proposto,
diversos métodos podem ser usados para
estimar a filogenia das sequéncias estudadas.
Podemos dividir estes métodos em dois prin-
cipais grupos: meétodos quantitativos e méto-
dos qualitativos (Tabela 1-5). Estes grupos
diferem na forma como os dados s@o trata-
dos, refletindo diretamente como os dados do
alinhamento serdoinicialmente processados.

Os métodos quantitativos se baseiam na
quantidade de diferencas entre as sequéncias
do alinhamento para calcular uma arvore fi-
nal. J& os métodos qualitativos constroem di-
versas filogenias que sdo classificadas
seguindo uma determinada qualidade (crité-
rio). A filogenia que obtiver o maior valor as-
sociado a tal qualidade sera a filogenia
resultante.

Os meétodos quantitativos compreen-
dem os métodos de distancia. Estes métodos
convertem o alinhamento em matrizes de
distancia par-a-par para todas as sequéncias
incluidas. Dentro destes algoritmos desta-
cam-se dois metodos principais: UPGMA e
aproximagao dos vizinhos. Devido a grande
eficiéncia computacional, estes métodos ge-
ralmente sao utilizados para construcao de
uma filogenia inicial, que posteriormente é
submetida a algum meétodo do grupo qualita-
tivo. Como principal ponto negativo, estes
meétodos apresentam apenas uma filogenia
como resultado final (ver adiante).

Idealmente, todas as possiveis arvores
para um dado alinhamento deveriam ser ana-
lisadas para garantir a escolha da melhor fi-
logenia. Para isso, é necessario atribuir certos
parametros que avaliem, dentre todas as ar-
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Tabela 1-5: Comparacao entre os tipos de méetodos para inferéncia de filogenias.

Tipo Método Principio Programa
UPGMA Agrupa sequencialmente as OTUs com  Geneious
menor distancia evolutiva entre si MEGA
Mét_Odc?S Busca a arvore com a menor MEGA
Quantitativos  Aproximacao dos vizinhos coma total de ramos Geneious
HyPhy
) . . PAUP
Busca a filogenia com menor ndmero de
Mzaxima Parcimonia eventos evolutivos MEGA
Mesquite
) , PAUP
) o o Busca a arvore com o valor de maior PAML
Metodos Maxima Verossimilhanca  yerossimilhanca entre todas as filogenias
Qualitativos construidas phyML
MEGA
Amostra um nimero representativo de  Mr. Bayes

Estatistica Bayesiana

vores, aquela que explica as relacées evoluti-
vas de forma mais precisa.

Assim, os meétodos qualitativos envol-
vem algoritmos que atribuem um critério de
otimizacao para escolher a melhor filogenia.
Nestes métodos, diversas filogenias sao
construidas e, seguindo um critério definido
pelo algoritmo utilizado, uma filogenia ser3
identificada como a que melhor explica a re-
lacdo evolutiva entre os OTUs. O critério é
utilizado para atribuir um valor a cada filoge-
nia e ordena-las segundo este valor.

Estes métodos tém a vantagem de re-
querer uma funcao explicita para escolha das
filogenias, sendo portanto independente da
escolha do operador. No entanto, devido ao
carater de sua analise, s8o métodos mais re-
finados e intrinsecamente mais demorados
computacionalmente. Trés critérios de otimi-
zacao sao tradicionalmente empregados na
inferéncia de filogenias: (a) Maxima Parcimo-
nia, (b) Maxima Verossimilhanca e (c) Inferén-
cia Bayesiana.

Por se tratarem de métodos que buscam uma tnica
filogenia entre diversas arvores, os métodos qualitati-
vos exigem algoritmos que vasculhem o maior nimero
possivel de filogenias em busca da melhor arvore. Dois
grupos de algoritmos sao destacados: os algoritmos
exatos e os algoritmos heuristicos. Atualmente, devido

filogenias a partir do espaco amostral total BEAST
de arvores e busca a mais provavel

BAMBE

ao tempo e a exigéncia computacional, os métodos
heuristicos sao preferidos aos exatos. No entanto,
qualquer um deles pode ser aplicado aos métodos
qualitativos de inferéncia filogenética. Como desvanta-
gem dos métodos qualitativos, repetidos processos de
procura em um mesmo conjunto de sequéncias podem
levar a resultados diferentes, dependendo da arvore
que é construida inicialmente pelo algoritmo.

Os meétodos exatos buscam todas as filogenias
possiveis para um grupo de sequéncias. O funciona-
mento destes métodos geralmente envolve a selecdo
aleatdria inicial de trés OTUs para a construcdo de uma
arvore filogenética ndo enraizada. Por tentativa, um a
um, novas OTUs, também tomadas aleatoriamente do
alinhamento, sdo inseridas em diferentes posicdes na
arvore. Esse procedimento é repetido até todos os ta-
xons serem inseridos, garantindo que todas as filogeni-
as possiveis para o alinhamento dado sejam geradas.

A partir da aplicacdo de um critério de otimizacao
(dado pelo método qualitativo) para classificar as filo-
genias e ordena-las segundo este valor, é possivel or-
ganizar um espaco virtual que contém todas as
filogenias possiveis para o alinhamento empregado. E
importante lembrar que, tomando poucas sequéncias,
milhdes de arvores podem ser geradas. Este conjunto
total de filogenias € comumente chamado de espaco
amostral. Como exemplo, podemos organizar o espaco
amostral de filogenias originadas a partir de um ali-
nhamento de dez sequéncias em um grafico bidimensi-
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onal baseado no valor atribuido pelo critério de otimi-
zacao a cada arvore (Figura 9-5). Nestas condicdes,
sera possivel observar que algumas arvores possuem
valores maiores que outras, formando picos que agru-
pam as melhores filogenias. Da mesma forma, entre
diferentes picos existem vales representados por ar-
vores com valores menores e, portanto, menos con-

sistentes.

t Maximo global — - ™

Maximo local

7

Critério de Otimizacao

Espaco Amostral

Figura 9-5: Descricao de parte do espaco
amostral das possiveis filogenias para um
determinado sistema, ordenadas segundo um
valor atribuido pelo critério de otimizacao.
Cada ponto no grafico representa uma
topologia diferente inferida a partir de um
conjunto de dez sequéncias homdlogas. O
espaco amostral, neste caso, é definido por
2.027.025 filogenias e apresenta, segundo o
critério de otimizacdo, dois maximos locais e
um maximo global, que contém as melhores
filogenias. Em destaque, algumas filogenias
exemplificando as possibilidades de arranjo
dos ramos. A seta indica a mudanca de
topologia da filogenia e o consequente
aumento de seu valor dado pelo critério de
otimizacao.

Os métodos de busca exaustiva construirdo um es-
paco amostral de arvores através de métodos especi-
ficos de modificacdo das filogenias. Por acumularem
um grande numero de resultados, estes métodos exi-
gem um tempo computacional muito elevado, por ve-
zes tornando-se proibitivos.

Os algoritmos de busca heuristica procuram pela
melhor filogenia em um subconjunto de todas as filo-
genias possiveis. Apesar de serem muito mais rapidos

computacionalmente, estes meétodos ndo garantem
que a filogenia correta seja encontrada, pois apenas al-
gumas arvores do espaco amostral total serdo consi-
deradas. Ainda assim, estes métodos tem mostrado
grande eficiéncia.

Atualmente, os principais métodos qualitativos de
inferéncia filogenética incorporam algoritmos de busca
heuristica para amostrar as filogenias do espaco
amostral virtual. Usualmente, estes algoritmos de
busca sdo executados em dois passos. Primeiramente,
diferentes arvores sao construidas e, apds encontrar a
melhor arvore guiada por um critério de otimizacao,
aplica-se um algoritmo para modificar aleatoriamente
o arranjo dos ramos. Este método permite testar se
outros arranjos sao ou nao mais consistentes.

Devido ao grande nimero de métodos
para inferéncia filogenética, a decisao quanto
ao uso de cada um é de grande importancia
para a interpretacao do resultado final: a filo-
genia. Ao escolher um método, é fundamental
verificar o poder (tamanho e quantidade de
sequéncias necessaria para resolver a filoge-
nia), a eficiéncia (habilidade de estimar a filo-
genia correta com um numero limitado de
dados), a consisténcia (habilidade de estimar a
filogenia correta com um ndmero de dados
ilimitado) e a robustez (habilidade de estimar
a filogenia correta quando certos pressupos-
tos da andlise sao violados).

Até o momento, ndo existe um método
que apresente todas estas caracteristicas si-
multaneamente e garanta a reconstrucao fi-
logenética correta. E importante, sobretudo,
conhecer a biologia do organismo (ou dos or-
ganismos) em questdo para que a escolha do
método tenha, além de tudo, uma justificativa
bioldgica.

5.6. Abordagens quantitativas
UPGMA

O meétodo baseado em distancias
UPGMA (unweighted pair-group method using
arithmetic averages, ou método de agrupa-
mento par a par usando meédias aritmeéticas
nao ponderadas) foi proposto por Sneath e
Sokal, em 1973, e € o0 método mais simples
para reconstrucdo filogenética. O UPGMA
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parte do pressuposto de que todas as linha-
gens evoluem a uma taxa constante (hipétese
do reldgio molecular).

No UPGMA, uma medida de distancia
evolutiva é computada para todos os pares de
sequéncias utilizando um modelo evolutivo.
Apds, estas distancias sao organizadas na
forma de uma matriz, conforme ilustrado
abaixo:

Sequéncias 1 2 3 4
2 d,,
3 d],j’ d_73
4 dl,4 d2,4 dj’,4
5 d1,5 d2,5 dj’,,i d4,5

O agrupamento das sequéncias é inicia-
do pelo par com menor distancia. Supondo
que d,, seja a menor distancia no exemplo
acima, as sequéncias / e 2 sao agrupadas
com um ponto de ramificagao na metade
dessa distancia (d, ,,,). As sequéncias / e 2 sao
entdo combinadas em uma entidade compos-
ta, agora denominada y, e a distancia entre
esta entidade y e as outras sequéncias é
computada (observe abaixo).

Sequéncias Y2 3 4
3 d,,
4 dy,4 d3 4
5 d »3 d3,5 d4,5

Supondo que d, ; seja a menor distancia,
y e 3 sao combinados em uma nova entidade
composta, digamos, z. Seu ponto de ramifica-
cao é calculado levando em conta a distancia
de cada membro de y (1 e 2) emrelacao a 3 e
dividindo por 2, ou seja, (d, ;+d, ;)/2. O mesmo
procedimento se repete, calculando a menor
distancia entre z e outra sequéncia (suponha-
mos que seja a sequéncia 4). Calculam-se a
distancia de cada membro de z até 4, divide-se
0 somatdrio das distancias por dois e cria-se

uma nova sequéncia composta. O mesmo
procedimento € repetido até que existam
apenas duas sequéncias a serem agrupadas
(comumente, uma sequéncia simples e uma
entidade composta).

Ao empregar sequéncias de DNA ou
proteina proximamente relacionadas, o
UPGMA pode construir duas ou mais “arvores
empatadas” (tie trees). Essas arvores surgem
quando dois ou mais valores de distancia na
matriz se mostram idénticos. E possivel re-
presentar todas as arvores empatadas, mas
essa abordagem é pouco util, uma vez que
tais arvores sao muito semelhantes e surgem
por erros de estimativa das distancias. Para
tais casos, sugere-se apresentar uma unica
arvore, geralmente a arvore consenso do
bootstrap (ver secao 5.8).

Por se basear na hipdtese do reldgio
molecular, o UPGMA pode levar a obten¢ao de
topologias falsas quando tal hipdtese nao for
satisfeita pelos dados. Sabe-se que o método
e muito sensivel a variacdes nas taxas evolu-
tivas entre linhagens, fato este que levou a
proposicao de metodos onde as variacdes sao
ajustadas para a obtencdo de sequéncias que
satisfacam o relégio molecular. Apesar disso,
devido ao surgimento de métodos mais ro-
bustos e mais eficientes em lidar com dados
nao uniformes, o UPGMA encontra-se prati-
camente abandonado como alternativa para
reconstrucao filogenética.

Aproximacgdo dos Vizinhos

0 método de aproximacao dos vizinhos
(neighbor joining ou NJ) foi proposto por
Saitou e Nei em 1987. Este método se baseia
em um aceleramento dos algoritmos de evo-
lucdo minima que existiam até entdo. Em sua
versao original, estes algoritmos buscavam a
arvore com menor soma total de ramos, de
maneira que todas as arvores possiveis pre-
cisavam ser construidas para que se verifi-
casse qual delas apresentava a menor soma.
O algoritmo de NJ facilitou esse processo,
tendo o principio de evolucdo minima implicito
no processo e produzindo apenas uma arvore
final.
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Para construir a filogenia, o NJ comeca
por uma arvore totalmente nao resolvida (to-
pologia em estrela) (Figura 10-5). Tendo como
base uma matriz de distancias (semelhante a
matriz inicial construida pelo método de
UPGMA) entre todos os pares de sequéncias,
construida a partir da aplicacao de um modelo
de substituicéo (conforme descrito na secao
5.4), o par que apresentar a menor distancia é
identificado, unido por um né (que represen-
tard o ancestral comum deste par de se-
quéncias) e incorporado na arvore (na Figura
10-5, f'e g sao unidos pelo ng u). As distancias
de cada sequéncia do par sao recalculadas
em relacao ao novo nd u, assim como as dis-
tancias de todas as outras sequéncias sao re-
calculadas em relacdo ao novo nd u. O
algoritmo reinicia, substituindo o par de vizi-
nhos unidos pelo novo né e usando as distan-
cias calculadas no passo anterior.

Quando duas somatdrias de ramos sao
iguais, a decisao sobre quais ramos unir de-
pende do programa empregado. Alguns op-
tam pela primeira sequéncia apresentada no
arquivo de dados, enquanto outros escolhem
aleatoriamente qual dos pares deve ser unido
primeiro. Arvores empatadas (tie trees) sdo
raras com o uso de NJ, e recomenda-se o
emprego da arvore consenso do bootstrap
(ver secao 5.8) para evita-las. Uma variacdo
do algoritmo NJ, o BIONJ tem se mostrado li-
geiramente melhor que o NJ em casos pontu-
ais; no entanto, conserva o mMesmo principio
do algoritmo.

f f

a. b. c

5.7. Abordagens qualitativas
Parcimonia

O principio de parciménia foi proposto
por Guilherme de Occam (ou William of
Ockham) no século XVII. Occam defendia que
a natureza é por si s6 econdmica e opta por
caminhos mais simples. O pensamento se es-
palhou por diversas areas do conhecimento e,
atualmente, seu principio € conhecido como
Navalha de Occam.

Historicamente, a parciménia teve um
papel muito importante no estabelecimento
da disciplina de filogenética molecular. Desde
1970, foi o critério de otimizacdo mais utiliza-
do para inferéncia de filogenias.

Contudo, atualmente a maxima parci-
monia foi substituida por outros métodos,
como maxima verossimilhanca e inferéncia
Bayesiana devido, principalmente, as simplifi-
cacdes nos processos evolutivos assumidas
pelo método e, sobretudo, nas limitacbes de
seu uso. Apesar disso, a maxima parcimonia
ainda esta integrada ao campo da inferéncia
filogenética por ser um método rapido e, em
alguns casos, muito efetivo.

A aplicacao do principio de maxima par-
ciménia nas reconstrucbes filogenéticas é
conceitualmente simples: dentro de um con-
junto de filogenias, aquela filogenia que apre-
sentar o menor numero de eventos evolutivos
(substituicGes) deve ser a mais provavel para
explicar os dados do alinhamento.

Figura 10-5: Comecando com uma arvore em estrela (a), a matriz de distancias é calculada para
identificar o par de nds a ser unido (nesse caso, f e g). Estes sao unidos ao novo N6 u (b). A
porcao em vermelho é fixada e nao sera mais alterada. As distancias do nd « até os nds a-e sao
calculadas e usadas para unir o préximo vizinho. No caso, u e e sao unidos ao recém criado né v
(c). Mais duas etapas de calculo levam a arvore em (d) e entao a arvore em (e), que esta

totalmente resolvida, encerrando o algoritmo.



97

5. Filogenia Molecular

Metodologicamente, o critério de parci-
monia deve determinar a quantidade total de
mudancas na filogenia, descrevendo o tama-
nho dos ramos. Adicionalmente, a parciménia
guia a busca, entre todas as arvores possi-
veis, daquela filogenia que minimiza os passos
evolutivos de forma maxima sendo, portanto,
a filogenia de maxima parcimoénia.

Assim que uma determinada filogenia e
proposta, o método calculara as probabilida-
des de mudancas dos nucleotideos desde os
ramos terminais até os ramos mais ances-
trais da drvore. Por se tratar de um método
qualitativo, a parciménia considera cada sitio
do alinhamento individualmente e calcula as
probabilidades de ocorréncia dos quatro nu-
cleotideos nos téxons ancestrais.

Devido ao carater probabilistico do meé-
todo, é necessario que certas pressuposicées
sejam estabelecidas para especificar o custo
de substituicdo dos nucleotideos. A forma
mais simples do método (Parciménia de
Wagner) assume que as substituicées de nu-
cleotideos tem custo 1, enquanto que a nao
alteracdo nao é penalizada (Figura 11-5a). No
entanto, esquemas um pouco mais complexos
que levam em consideracao as questdes bio-
l6gicas envolvidas no processo evolutivo fo-
ram propostas. Um esquema comum de
matriz com custo desigual, proposto para es-
pecificar as transi¢ées e as transversoes, leva
em consideracao a diferenca na probabilidade
de mudanca entre purinas e pirimidinas (Figu-
ra 11-5b). Comumente, a matriz é especificada
sem que constem os respectivos nucleotide-
0s, no entanto, por convencao sao atribuidos
nas linhas e colunas em ordem alfabética (A,
C.GeT).

Para o método de parciménia, apenas
sitios varidveis sdo considerados informati-
vos. Estes sitios devem apresentar dois ca-
racteres diferentes presentes em, no minimo,
dois individuos (Figura 12-5b). Aqueles sitios
que nao apresentam variacao ou apresentam
autapomorfias (caracter diferente presente
em apenas um individuo) serdo descartados
automaticamente das analises.

Devido ao tamanho dos alinhamentos e ao nimero
de OTUs incluidas para a inferéncia de filogenias, foi

a. ACGT
Afo 1 11
Matrizde C |1 0 1 1
custoigual g |1 1 0 1
T|1 110
ACGT

b.
Alo 41 4
Matrizde _C (4 0 4 1
custodesigual G |1 4 0 4
T4 140

Figura 11-5: Matrizes de custo aplicadas ao
metodo de maxima parcimonia para penalizar
as substituicdes de um nucleotideo por outro.
(@) Matriz de custos iguais para todas as
mudancas entre nucleotideos. (b) Matriz de
custo desigual, considerando a maior
probabilidade de ocorréncia de transicées em
relacdo as transversées ao longo do
processo evolutivo.

necessario que algoritmos fossem desenvolvidos para
acelerar os calculos na busca pela arvore de maxima
parciménia. Algoritmos de programacao dinamica sdo
capazes de lidar com a atribuicdo de custos e realizar
os devidos calculos para escolha da filogenia com o
menor custo. Diversos algoritmos foram desenvolvi-
dos, embora a parciménia de Sankoff, desenvolvida em
1975, tenha se tornado uma das mais populares.

Apds a atribuicdo de uma matriz de
custo e a proposicao de uma filogenia, o al-
goritmo utilizara cada um dos sitios informa-
tivos do alinhamento independentemente
para célculo dos custos (Figura 11-5).

Considere a matriz desigual da Figura 11-
5b e a filogenia inicialmente proposta na Fi-
gura 12-5a. O esquema demonstra que para
cada sitio informativo sera construida uma fi-
logenia com a mesma topologia da arvore
proposta em 12-5a (ver adiante).

Tomando, por exemplo, o sitio 28, iden-
tificamos a presenca de trés ancestrais nao
amostrados que, no entanto, para o calculo
dos custos, terao que ter seus caracteres in-
feridos. Segundo o algoritmo de Sankoff, os
calculos devem iniciar tomando os clados
mais derivados (isto é, mais recentes). Em 12-
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a b. |
seq 01 J Sitio nao informativo
i
seq 01 TGGG sGGG G GGATGTCAG
seq 02 seq 02 TGGGACGGGG GCAAGGATGTCAG
seq 03 TGGATCAGG GT "ATGTCAG
saq 03 seq 04 GGACCACGCAATTATGTCAG
I
seq 04 —
Sitio informativo
C.
M A
Y A
~H Tl
4+4=8 8 0+0=0
4 i@
g A
~H T
4+4=8 0+0=0 1+1=2

0+4+4+0+4+4=16 4+1+

144+0+0=10 1+4+4+1+4+4=18 140+0+0+0+0=1

Figura 12-5: Determinacdo dos custos de substituicao pelo método de parciménia para um sitio
do alinhamento de nucleotideos. (a) Topologia da filogenia proposta para quatro téxons (ver
adiante). (b) Alinhamento de nucleotideos de quatro sequéncias homdlogas. Destacados em
cinza estao os sitios informativos para o método de parciménia. Os demais sitios sao
considerados nao informativos e serao descartados durante os calculos. (c) Calculo dos custos
para os dois clados presentes na filogenia proposta em “a”. O método supde que a posicao “Y”
possa ser ocupada por qualquer um dos quatro nucLeotldeos. (d) Exemplo do procedimento
adotado pelo método, supondo que a posicdo “X” na filogenia foi ocupada pelo nucleotideo A. E
necessario considerar todas as possibilidades de caracteres nos sitios ancestrais e calcular os
respectivos custos. (e) Arranjo de menor custo para a posicao 28 do alinhamento de
nucleotideos.

5c, a posicao “Y” da filogenia necessariamen-
te foi ocupada por um dos quatro nucleotide-
os. Em cada uma das proposicées (A, C, G ou
T), o custo associado a substituicdo é consul-
tado na matriz. No primeiro caso, a hipdtese
para ocupacao da posicao “Y” é A. O custo da
substituicdo em cada um dos ramos deve ser

liza 8. O mesmo procedimento sera repetido
considerando os outros trés nucleotideos na
posicao “Y”".

Apds o caélculo dos custos para as posi-
cdes “Y” e “Z”, é necessario verificar os cus-
tos de substituicao de “X” para “Y” e “X” para
“Z”. A Figura 12-5d apresenta a primeira hi-

verificado e somado. Por exemplo, a substi-
tuicdo de A por T possui custo 4. Como a
mesma substituicdo ocorreu em dois ramos
diferentes, somamos o custo total, que tota-

potese para ocupacao da posicdo “X": o nu-
cleotideo A. Aqui, o algoritmo somaré os
custos de substituicdo de todos os ramos,
novamente considerando cada um dos quatro
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nucleotideos na posicao “X”, mas também
considerando a variagao nas posicdes “Y” e
“Z”. A Figura 12-5e identifica a filogenia com o
menor custo para o sitio 28. Note que o ca-
ractere mais ancestral pode ser tanto o nu-
cleotideo T quanto C. Os mesmos calculos
serao realizados para todos os sitios do ali-
nhamento, tomando a topologia dada em 12-
5a e, ao final, os menores custos para cada
sitio serdo somados para encontrar o tama-
nho dos ramos da arvore. A drvore que pos-
Suir 05 ramos mais parcimoniosos sera
tomada como a arvore de maxima parcimo-
nia.

Computacionalmente, o calculo dos ta-
manhos de ramos mais parcimoniosos ndo é
um problema. O desafio da maioria dos me-
todos de reconstrucao filogenética esta na in-
feréncia da topologia. Assim como no método
de maxima verossimilhanca, discutido a se-
guir, 0 método de maxima parciménia contara
com algoritmos heuristicos para arranjo das
topologias. A filogenia é entao proposta pelo
algoritmo, e o critério de parciménia avalia a
arvore. A partir de perturbacées realizadas
nesta topologia, uma nova topologia é pro-
posta e novamente o critério qualifica a filo-
genia.

Apesar de velozes, os métodos de par-
cimdnia falham ao estimar a relacéo evolutiva
entre um grande nimero de taxons, especial-
mente se diferentes linhagens possuem taxas
evolutivas varidveis ou taxas evolutivas muito
rapidas. Nestes casos, € comum que o meéto-
do agrupe incorretamente os taxons com
maiores taxas de evolucdo, levando a infe-
réncia da filogenia errada (atracdo de ramos
longos).

Ainda, por nao ter um modelo de subs-
tituicao especificado, o método de parciménia
e incapaz de considerar mutagées reversas ou
multiplas substituicdes. Métodos que geram
diferentes hipdteses a partir do alinhamento,
considerando as observacdes bioldgicas na
selecdo do modo de substituicdo dos nucleo-
tideos e, assim, lidam com eventos aleatdrios
de probabilidade, substituiram o uso da maxi-
ma parcimoénia e, atualmente, sao os princi-
pais métodos utilizados para a inferéncia de

filogenias.
Mdxima Verossimilhanca

Idealmente, os meétodos de inferéncia
filogenética devem resgatar o maximo de in-
formacbes contidas em um dado conjunto de
sequéncias homadlogas, buscando desvendar a
verdadeirahistériaevolutivados organismos.

Quando um grande nimero de mudan-
¢as evolutivas em diferentes linhagens é de-
masiadamente desigual, o método de maxima
parcimoénia tende a inferir filogenias inconsis-
tentes, proporcionalmente convergindo a ar-
vore errada quanto maior o ndmero de
sequéncias no alinhamento. Assim, abre-se
espaco para uma técnica de inferéncia filoge-
netica mais robusta, que alie as informacdes
do alinhamento a um modelo estatistico ca-
paz de lidar com a probabilidade de mudanca
de um nucleotideo para outro de maneira
mais completa.

Dentro do campo da filogenética com-
putacional, o método de maxima verossimi-
lhanca primeiramente ocupou este espaco e,
desde entao, tem sido amplamente utilizado
devido a qualidade da abordagem estatistica
empregada.

A implementacao de uma concepgao
estatistica para a maxima verossimilhanca,
originalmente desenvolvida para estimar pa-
rametros desconhecidos em modelos proba-
bilisticos, se deu entre 1912 e 1522 atraves
dos trabalhos de A. R. Fisher.

Apesar de utilizado para dados molecu-
lares na década de 1970, o método de maxi-
ma verossimilhanca sé se tornou popular na
area da filogenética a partir de 1981, com o
desenvolvimento de um algoritmo para esti-
mar filogenias baseadas no alinhamento de
nucleotideos. Atualmente, diversos progra-
mas implementam este método para realizar
a inferéncia filogeneética, incluindo PAUP, ME-
GA, PHYLIP, fastDNAmML, IOPNNI e METAPIGA,
dentre outros (Tabela 1-5).

O objetivo principal do método da maxi-
ma verossimilhanca é inferir a histdria evolu-
tiva mais consistente com relacao aos dados
fornecidos pelo conjunto de sequéncias. Neste



100

5. Filogenia Molecular

modelo, a hipdtese (topologia da arvore, mo-
delo de substituicdo e comprimento dos ra-
mos) é avaliada pela capacidade de predizer
os dados observados (alinhamento de se-
quéncias homdlogas). Sendo assim, a veros-
similhanca de uma arvore é proporcional a
probabilidade de explicar os dados do alinha-
mento. Aquela arvore que com maior proba-
bilidade, entre as outras arvores possiveis,
produz o conjunto de sequéncias do alinha-
mento, é a arvore que reflete a histéria evo-
lutiva mais proxima da realidade, mais
verossimil e, por isso, de maxima verossimi-
lhanca.

E importante ressaltar que diferentes
filogenias podem explicar um determinado
conjunto de sequéncias, algumas com maior
probabilidade e, outras, com menor probabi-
lidade. No entanto, a soma das verossimi-
lhancas de todas as arvores possiveis para
um determinado conjunto de sequéncias nun-
ca resultara em 1, pois nao estamos lidando
com as probabilidades de que estas filogenias
estejam corretas, mas avaliando a probabili-
dade de explicarem o alinhamento que foi
fornecido.

Se, por exemplo, aplicdssemos o méto-
do de maxima verossimilhanca para inferir a
arvore filogenética de um grupo de sequénci-
as homologas que incluem porcdes recombi-
nantes,  encontrariamos uma  arvore
filogenética com um determinado valor de
verossimilhanca. A utilizagao do meétodo, por
si sO, garantiria como resultado a inferéncia
de uma filogenia. No entanto, sabemos que
esta arvore, apesar de ser a mais plausivel
para explicar o alinhamento dado, ndo tem
qualquer relacao com a realidade evolutiva do
organismo, j@ que eventos de recombinacao
aconteceram no decorrer do tempo e impe-
dem a explicacao sob a forma dicotémica de
uma filogenia.

A aplicagcao do método de maxima ve-
rossimilhanca exige a construgao de uma fi-
logenia inicial, geralmente obtida por métodos
quantitativos. Como exemplo, considere a ar-
vore filogenética proposta inicialmente e o
respectivo alinhamento de nucleotideos da
Figura 13-5. Para calcularmos a verossimi-

lhanca desta filogenia sera necessario utilizar
um modelo evolutivo, que serd importante
para atribuir valores e parametros as substi-
tuicdes e ajudara no calculo da probabilidade
de que uma sequéncia X mude para uma se-
quéncia Y ao longo de um segmento da arvo-
re.

Dado um determinado modelo evolutivo
(JCB9, K2P, F81, HKY ou GTR, por exemplo), e
assumindo que cada sitio do alinhamento
evolui de maneira independente dos demais,
podemos calcular o valor de verossimilhanca
para cada um destes sitios e, posteriormente,
multiplicar os valores de cada sitio para en-
contrar a verossimilhanca da arvore dada (Fi-
gura 13-5 e a Figura 14-5). Sitios que
apresentam delecdes serdo eliminados da
analise.

Como os nos internos destas arvores,
geradas a partir de cada sitio do alinhamento,
sdo a representacao de OTUs nao amostra-
dos (isto é, ancestrais) e, por conseguinte, ndo
se conhecem suas sequéncias de nucleotide-
0S, sera necessario considerar a ocorréncia
de todos os nucleotideos (A, T, C e G) nestas
posicdes da arvore (Figura 13-5c).

Por certo, alguns cendrios sao mais
provaveis que outros; no entanto, todos de-
vem ser considerados durante os calculos de
verossimilhanga, pois apresentam alguma
probabilidade de terem gerado as sequéncias
dadas no alinhamento. Adicionalmente, além
de calcular a probabilidade de todas as mu-
dancas possiveis para cada um dos sitios do
alinhamento (Figura 13-5c), a expressao ma-
tematica da verossimilhanca ainda incluird o
tamanho dos ramos, dentre outros elementos
do modelo de substituicdo, como um fator
determinante para o célculo (Figura 13-5d).

A probabilidade de ocorréncia de cada um dos qua-
tro nucleotideos no né mais interno da arvore sera
igual a respectiva frequéncia estacionaria dada pelo
modelo de substituicdo, j@ que este parametro especi-
fica a proporgéo esperada de cada um dos quatro nu-
cleotideos. No modelo de Jukes e Cantor, por exemplo,
assume-se que os quatro nucleotideos ocorrem em
proporcées iguais de 25%.

Conforme o exemplo da Figura 13-5d, a equacao
utilizada para calcular a verossimilhanca da filogenia
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proposta no sitio 28, inicialmente, leva em considera-
¢ao a frequéncia estacionaria do nucleotideo G, j@ que
este é o nucleotideo que esta sendo considerado como
presente no né mais ancestral da arvore. A probabili-
dade de este G ser substituido por um A (P,,), ou per-
manecer G (P,,;) sera dada pelo modelo de substituicdo
escolhido. Da mesma forma, serdo os casos P;, P,
(repetido duas vezes cada pelo fato de existirem dois
ramos terminais com o mesmo nucleotideo).

0 tamanho dos ramos entre dois nés sera multipli-
cado pelas probabilidades de substituicdo dos nucleoti-
deos, levando em conta variagdes em parametros do
modelo de substituicdo. Apesar da dificuldade de cal-

culo computacional, os algoritmos aplicados a inferén-
cia filogenética (baseados no principio de Pulley) auto-
maticamente estimarao o tamanho de cada ramo de
modo que este maximize o valor da verossimilhanca da
arvore filogenética em construcao. Nestes casos, o al-
goritmo atribui diversos valores de distancia para um
ramo e, a cada valor, verifica a verossimilhanca da ar-
vore, buscando aqueles valores que resultam na filo-
genia com a maior verossimilhanca.

A probabilidade de observar os dados em um sitio
particular € a soma das probabilidades de todos os
possiveis nucleotideos que poderiam ser observados
nos nds internos da arvore (Figura 13-5c). O nimero de

' e CHIITIEE

seq 01 TGGGACGGGG GCAAGGATGTCAG
seq 02 seq 02 TGGGACGGGGCCATGCAAGGATGTC
seq 02 TGGATCAGGACCACGTACACATGTC
seq 03 se ICC & (:G “CACGC TTATGTCAGCAC
o @@@@U@

-II-lIIII.II
G ) o G G
o o o o] o

I.I..l.lll.l
GGG

PN TTTCCNY

Prob(T,T,T,C,C,x,y,z|larvore) =

6. Pog- (ts)- Por- (81). Py (t2)- Pa- (t6)- Pac- (£3). Pac- (t4)
Probabilidade de mudanca do né X para
o nd Y multiplicando pelo tamanho do

ramo t: e considerando variacées em
parametros do modelo de substituicdo.

Probabilidade de ocorréncia
dos nucleotideos (A, C, G, T)
no né mais ancestral é dada
pela frequéncia estacionaria.

Figura 13-5: Esquema do calculo da ver055|m|lhanca para uma filogenia e seu respectivo
alinhamento de nucleotideos. (a) Arvore f|Logenetlca proposta inicialmente para o alinhamento
em “b”. (b) Para cada posicao do alinhamento é destacada a organizacdo dos quatro sitios do
alinhamento na arvore proposta em “a”. Como exemplo, apenas o sitio do alinhamento
destacado em cinza sera considerado para o calculo da verossimilhanca. Os quadrados pretos,
azuis, verdes e vermelhos nos ramos terminais das filogenias representam, respectivamente,
os nucleotideos guanina, citosina, adenina e timina. (c) Probabilidade de cada uma das 64
possiveis combinacdes de nucleotideos nos nds internos da arvore, j@ que estes representam os
sitios de téxons ancestrais nao amostrados (P, Py, Py, P,.)- (d) O esquema para o célculo da
maxima verossimilhanca leva em conta a multiplicacdo do tamanho dos ramos (¢, ¢,. t,. t,, ¢, © 1)
pelas respectivas probabilidades de transicao (P, P, P., © P,). além da frequéncia
estacionaria dos quatro nucleotideos no né mais ancestral ().
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nos internos rapidamente se torna muito grande com o
aumento do nimero de OTUs. Felizmente, através de
um algoritmo criado por Felseinstein (algoritmo de
“poda”), que se aproveita da propria topologia da filo-
genia, esses calculos podem ser realizados de uma
maneira computacionalmente eficiente.

Neste processo, propde-se que os calculos da ve-
rossimilhanca de uma determinada arvore sejam feitos
a partir de sub-arvores dos ramos terminais em dire-
¢ao aos nos internos, semelhante ao algoritmo usado
para o calculo da parciménia. No entanto, quando apli-
cado este método a inferéncia por maxima verossimi-
lhanca é necessario garantir que os modelos de
substituicdo, ndo presentes no método de maxima
parciménia, sejam reversiveis, ou seja, que a probabili-
dade de mudanca de A para T (P,,) sejaa mesma que T
para A (P,,). A introducao deste método permitiu que
as analises de verossimilhanca pudessem ser aplicadas
a grandes conjuntos de sequéncias, de forma mais ra-
pida e efetiva.

Ao final, multiplicamos os valores de verossimi-
lhanca de todos os sitios e encontramos o valor de ve-
rossimilhanca da arvore (Figura 14-5):

A expressao matematica acima indica que a veros-
similhanca (L) é igual a multiplicacdo (77) das probabili-
dades de cada sitio i (D/, calculado conforme Figura
13-5), dada a arvore filogenética (topologia, modelo
evolutivo e tamanho dos ramos). Aquela arvore que ti-
ver o maior valor de verossimilhanca entre todas as
arvores possiveis para um determinado alinhamento
de sequéncias sera a arvore que melhor explica o ali-
nhamento e, por isso, a drvore de maxima verossimi-
lhanca. Por fim, é importante ressaltar que, apesar de
estarmos avaliando nucleotideos neste exemplo, o
mesmo raciocinio poderia ser aplicado para a inferéncia
filogenética para um alinhamento de aminoacidos.

Até o momento vimos, em linhas gerais,
como realizar o calculo de verossimilhanca
para uma dada filogenia (Figura 13-5). No en-
tanto, outra funcao importante dos metodos
computacionais de inferéncia filogenética é
apontar a topologia e encontrar a arvore de
maxima verossimilhanca entre todas as ar-
vores possiveis para o conjunto de dados. In-
felizmente, ndo existem algoritmos que
garantam a localizacao da arvore real devido
ao grande espaco amostral de arvores possi-
veis (Figura 9-5).

Apds uma arvore ser construida, é ne-

L, = Prob(f) + o+ wa(ﬁ)

LoiX Loy X i X Ly X Lo X L X Lo X L X L oL,
Ligx Ll PasxBox Bax T Brex Tooxed o
Lo X B X Ly X s X B X L

)

L,= Prob.c. _;)—

\

X
|
X

B R &

Figura  14-5: (Calculo da  maxima
verossimilhanca de uma dada filogenia,
considerando seu respectivo alinhamento de
nucleotideos contendo quatro taxons e 30
bases (Figura 13-5b). Para cada sitio (L,,, L,,.
. Ly) serd calculado

um valor de
probabilidade que envolve a consideracao de
todos os quatro nucleotideos em cada um
dos ramos ancestrais da filogenia. Pos-
teriormente, os valores de verossimilhanca
de cada sitio serdo multiplicados para
encontrar a verossimilhanca total da filo-
genia.

cessario calcular sua verossimilhanca e com-
parar este valor com todas as arvores ja
construidas. Como é impossivel testar a ve-
rossimilhanca para todas as filogenias possi-
veis, os algoritmos de  maxima
verossimilhanca incluirdo buscas heuristicas
para solucionar este problema (estes méto-
dos construirao diferentes filogenias a partir
do mesmo conjunto de dados do alinhamen-
to).

Na problematica das filogenias, diferen-
tes programas tém proposto as mais diver-
sas alternativas para avaliar o maior nimero
de arvores do espaco amostral total e en-
contrar aquela com o maior valor de verossi-
milhanca. No entanto, como regra geral, a
maioria dos programas de maxima verossi-
milhanca segue alguns passos comuns:

i) Uma filogenia preliminar com deter-

minada topologia é construida (geral-

mente  sao  utilizadas  darvores
construidas pelo método de aproxima-
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cao de vizinhos);

i) Os parametros para esta arvore sao
modificados buscando maximizar a ve-
rossimilhanca (em alguns casos, a filo-
genia vai sendo construida pela adi¢ao
de novos taxons aleatoriamente). Para a
maodificacdo da filogenia, os algoritmos
podem implementar técnicas de rear-
ranjos de ramos, conforme descrito em
5.4

iii) O valor de maxima verossimilhanca
para esta arvore e armazenado;

iv) Outras topologias sao construidas e
seus parametros também sao avalia-
dos;

v) Finalmente, a filogenia que possuir o
valor de maxima verossimilhanca sera a
melhor estimativa evolutiva para o dado
conjunto de sequéncias.

Embora estes processos simplifiqguem
os verdadeiros fenémenos bioldgicos que go-
vernam a evolucao de uma sequéncia, apre-
sentando assim dificuldades em identificar a
arvore com o maior valor de verossimilhanca,
eles sao normalmente robustos o bastante
para estimar as relacdes evolutivas entre ta-
X0ns.

Como estes métodos implicam em en-
contrar a a@rvore com o valor maximo de ve-
rossimilhanca entre todas as &arvores
amostradas, o resultado final sempre forne-
cera apenas uma filogenia, ao contrario dos
métodos Bayesianos que serao vistos a se-
guir. Cabe ressaltar que, devido ao uso de di-
ferentes algoritmos, na pratica, um mesmo
conjunto de sequéncias submetido a diferen-
tes programas para inferéncia filogenética
por maxima verossimilhanca dificilmente re-
sultara na mesma arvore. Por isso, é neces-
sario ser cauteloso ao interpretar arvores
geradas pelo método de maxima verossimi-
lhanca.

Andalises Bayesianas
A estatistica Bayesiana nasceu com a

publicagcdo de um ensaio matematico do re-
verendo Thomas Bayes, em 1753. Nesta pu-

blicacdo, o reverendo apresenta o desenvol-
vimento de um meétodo formal para incorpo-
rar evidéncias preévias no calculo da
probabilidade de acontecimento de determi-
nados eventos.

Inicialmente, este método foi aplicado
apenas no campo da matematica e, s6 a partir
de 1973, passa a ser incorporado no pensa-
mento bioldgico e na inferéncia filogenética.
Com o advento de diversos programas de
acesso livre para realizar a inferéncia de filo-
genias por estatistica Bayesiana, o método se
difundiu e, atualmente, tornou-se um campo
de estudo especifico dentro da filogenética
computacional.

A inferéncia Bayesiana engloba o méto-
do de maxima verossimilhanca (Tabela 2-5)
mas, adicionalmente, inclui o uso de informa-
¢6es dadas a priori. Estas informacdes refle-
tem caracteristicas a respeito da filogenia, do
alinhamento ou dos taxons, que o pesquisa-
dor sabe de antemao.

Entre os principais parametros que po-
dem ser conhecidos antes da reconstrucao
filogenéetica pode-se destacar a taxa evoluti-
va, tipo de relégio molecular, parametros do
modelo de substituicdo, datas de coleta das
amostras, datas para calibracdo da filogenia
(achados fdsseis, datacao por carbono-14,
aproximacGes arqueoldgicas, etc.), distribui-
¢ao geografica, organizacdo monofilética de
um grupo de individuos ou, até mesmo, para-
metros de dinamica populacional.

Os valores atribuidos a priori sao incor-
porados a estatistica Bayesiana na forma de
probabilidades e comporao o termo chamado
de probabilidade anterior (prior probability).
Se sabemos de antemao que um determinado
grupo de organismos e ancestral em relacao
a outro, podemos atribuir uma maior proba-
bilidade aquelas filogenias que relacionam
estes organismos da maneira como sabemos
a priori.

Qualquer informacao util, que é forneci-
da pelo pesquisador antes da propria recons-
trucao da filogenia, podera ser convertida em
uma probabilidade anterior para ser inserida
nas analises de inferéncia Bayesiana. No en-
tanto, as informacdes cedidas a priori devem
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Tabela 2-5: Comparacdo entre os métodos de maxima verossimilhanca e inferéncia Bayesiana.

Método Vantagens

Desvantagens

Captura totalmente a informacao dos sitios Comparativamente ao método Bayesiano, o

Maxima

Verossimilhanca filogenias

Tem grande ligagcdo com a maxima
verossimilhanca, sendo, no entanto,
geralmente mais rapida. Modelos
populacionais podem ser incluidos para

Estatistica
Bayesiana

inferéncia das filogenias

ser distribuicées de nimeros provaveis (mini-
Mo e Maximo), e nao numeros exatos. Quan-
do estes valores ndo sao conhecidos ou
quando, por exemplo, ndo se quer atribuir
maior probabilidade a uma determinada to-
pologia, o parametro terd uma distribuicao
uniforme de probabilidades.

Na maioria dos aplicativos que lidam
com inferéncia Bayesiana existem distribui-
¢6es uniformes associadas as probabilidades
anteriores que assumem que todos os valo-
res possiveis sao dados pela mesma probabi-
lidade.

Aléem das probabilidades anteriores, a
inferéncia Bayesiana € baseada nas proba-
bilidades posteriores de um parametro como,
por exemplo, a topologia. Através da proba-
bilidade posterior é possivel verificar a pro-
babilidade de cada uma das hipdteses
(érvores filogenéticas). Sendo assim, ao final
das analises, é possivel estabelecer uma esti-
mativa da probabilidade dos eventos retrata-
dos por uma determinada filogenia, ou seja, a
probabilidade de cada filogenia. As probabili-
dades posteriores sao calculadas utilizando a
férmula de Bayes:

L(H)L(D | H)
L(D)

O termo L(H | D) é chamado de distribuicao de pro-
babilidades posteriores, e é dado pela probabilidade da
hipétese (topologia da arvore, modelo de substituicao e
comprimento dos ramos) a partir dos dados disponi-
veis (alinhamento de sequéncias). O termo L(D | H)
descreve o cdlculo de maxima verossimilhanca, en-

quanto o multiplicador L(H) € a probabilidade anterior.
Para o termo que envolve a fungdo de maxima verossi-

L(H|D) =

do alinhamento para construcao das

algoritmo para reconstrucao por maxima
verossimilhanga é mais lento

Os parametros para as probabilidades
anteriores devem ser especificados e pode
ser dificil especificar quando as analises
sao satisfatorias

milhanca, é ainda necessario considerar também todos
os tépicos ja discutidos na secdo anterior. O denomina-
dor L(D) é uma integracao sobre todas as possibilida-
des de topologias, tamanhos de ramo e valores para os
parametros do modelo evolutivo, o que garante que a
soma da probabilidade posterior para todos eles seja 1.
O denominador atuard como um normalizador para o
numerador. Reescrevendo, temos:

. ) . L(filogenia) L(alinhamento|filogenia)
L(filogenialalinhamento) =

YuL(filogenia) L(alnhamento|filogenia)

onde o termo filogenia descreve a topologia da arvore,
o modelo de substituicdo e o comprimento dos ramos.
Assim, através da multiplicacdo das probabilidades an-
teriores pela verossimilhanca, divididos pelo fator de
normalizacdo, o método busca a hipétese (topologia da
arvore, o modelo de substituicdo e o comprimento dos
ramos) em que a probabhilidade posterior & maxima.

O objetivo da inferéncia Bayesiana é cal-
cular a probabilidade posterior para cada fi-
logenia proposta. No entanto, para cada
arvore diversos parametros devem ser espe-
cificados pelo usuario, incluindo topologia, ta-
manho dos ramos, parametros do modelo de
substituicao, parametros populacionais, reld-
gio molecular, taxa evolutiva, etc. Dada uma
filogenia, todos os parametros terao sua pro-
babilidade posterior calculada. Se dadas 1000
filogenias, teremos 1000 valores de probabi-
lidade posterior para cada parametro.

Devido a impossibilidade de construcao
de todas as filogenias possiveis para a maioria
dos alinhamentos, a andlise Bayesiana se
aproveita de técnicas de amostragem para
estimar os valores esperados de cada para-
metro.

Neste sentido, os métodos de inferéncia
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Bayesiana utilizam as Cadeias de Markov
Monte Carlo (MCMC, Monte Carlo Markov
Chain) para aproximar as distribuices proba-
bilisticas em uma grande variedade de con-
textos. Esta abordagem permite realizar
amostragens a partir do conjunto total de fi-
logenias, relacionando cada filogenia a um
valor probabilistico. Sem a aplicacdo de um
meétodo que obtenha amostras do espaco de
possiveis filogenias, como o modelo de MCMC,
a estimativa de todos os parametros se tor-
naria analiticamente impossivel nos atuais
computadores.

Um dos métodos de MCMC mais usados
na inferéncia filogenética & uma modificacdo
do algoritmo Metropolis, chamado de Metro-
polis-Hastings. A ideia central deste método é
causar pequenas mudancas em uma filogenia
(topologia, tamanho dos ramos, parametros
do modelo de substituicao, etc.) e, apds a
modificacao, aceitar ou rejeitar a nova hipdte-
se de acordo com o calculo de razao das pro-
babilidades. Este método garante que
diversas arvores sejam amostradas do espa-
co total de filogenias, amostrando filogenias
com probabilidade posterior mais alta (Figura
15-5):

i) Inicialmente, o algoritmo MCMC gera

uma filogenia aleatéria X, arbitraria-

mente escolhendo o tamanho dos ra-
mos para dar inicio a cadeia;

ii) O valor de probabilidade associado a

esta filogenia é calculado (probabilidade

posterior calculada atraves da férmula
de Bayes);

iii) PerturbacGes aleatdrias sao realiza-

das nesta filogenia inicial X (mudancas

na topologia, no tamanho dos ramos,
nos parametros do modelo de substi-

tuicao, etc.) e geram uma filogenia Y;

iv) A probabilidade posterior é calculada

para a filogenia Y;

v) A filogenia Y é tomada ou rejeitada

para o proximo passo baseado na razao

R (probabilidade posterior de Y dividida

pela probabilidade posterior de X). Se R

e maior que 1, a filogenia Y é tomada

como base para o préximo passo. Se R e

menor que 1, um nimero entre O e 1é

tomado aleatoriamente. Se R é maior
que o numero aleatdrio gerado, a filo-
genia sera tomada, no entanto se for
menor, a filogenia Y é rejeitada;

vi) Se a nova proposta Y for rejeitada,
retorna-se ao estado X e novas modifi-
cacbes seraorealizadas nesta filogenia;
vii) Supondo que a proposta Y tenha si-
do aceita, ela sofrera uma nova pertur-
bacdoafimde gerar umanova filogenia;
viii) Todas as drvores amostradas sao
armazenadas para posterior compara-

¢ao. Os pontos visitados formam uma

a. Filogenia Y
R>1
Primeira Filogenia aceita
Perturbacao

realizada

Segunda
Perturbacao
realizada

Fologenia X
Prob calculada

b.

Filogenia W
R=06
N=07 (R<N)
Filogenia rejeitada

Figura 15-5: Esquema de amostragens MCMC
aplicada a inferéncia filogenética pelo meétodo
Bayesiano utilizando o algoritmo de
Metropolis-Hastings. (a) Apds a proposicao de
uma filogenia inicial X, perturbacdes
aleatdrias sao realizadas para gerar a
filogenia Y. Devido a razao R>1, a nova
filogenia e aceita. Nova perturbacao é
realizada para gerar a filogenia W e, devido a
razao de probabilidades R resultar em um
ndmero menor que 1, um ndmero aleatdrio N
e sorteado. Sendo R<N, a nova proposicao é
rejeitada e a cadeia retorna a filogenia V. (b)
Andamento da cadeia na amostragem de
filogenias. Cada circulo destaca uma nova
filogenia que é proposta apds a perturbacdo.
As linhas conectando os circulos evidenciam a
direcao do andamento da cadeia. Apesar de a
cadeia percorrer muitos passos, apenas
alguns serdo registrados para analise final
(circulos pretos). Os circulos em vermelho
sao aqueles evidenciados em (a).
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espécie de cadeia ao longo do espaco
amostral total de filogenias.

O principal objetivo da cadeia é amos-
trar filogenias com probabilidades crescentes.
No entanto, € importante que o algoritmo uti-
lizado para tal permita que algumas arvores
com menor probabilidade sejam amostradas
para evitar que a cadeia fique “presa” em pi-
cos de maximo local (Figura 9-5).

Sendo assim, o célculo da razao R con-
siderando um valor aleatdrio entre 0 e 1 ga-
rantird que, em determinados momentos,
uma filogenia com menor probabilidade seja
aceita. Por este método, é possivel amostrar
filogenias da regido de um vale passando, por
exemplo, de um pico de 6timo local para o pi-
co de 6timo global (Figura 9-5).

A proposta de novas arvores na cadeia
de Markov € uma etapa crucial para uma boa
amostragem de filogenias. Na abordagem
Bayesiana, uma boa amostragem inclui um
grande nimero de filogenias, suficientemente
diferentes entre si. Se filogenias muito dife-
rentes sdo propostas, serao rejeitadas com
muita frequéncia, pois é provavel que tenham
menor probabilidade posterior. Pelo contrario,
se filogenias muito similares forem geradas, o
espaco amostral nao sera varrido adequada-
mente e a cadeia devera “correr” por muitos
passos (amostrar um maior nimero de filo-
genias), aumentando o tamanho da cadeia e o
tempo computacional.

Estimar o quanto a cadeia deve percor-
rer para amostrar um numero suficiente de
filogenias para as sequéncias dadas (espaco
de arvores) é um fator fundamental para ob-
ter bons resultados em uma andlise Bayesia-
na. Na maioria dos programas que utilizam
estatistica Bayesiana para inferir filogenias, o
usuario deve especificar o tamanho da cadeia.
Esse nimero é de grande subjetividade, e de-
pende diretamente da distribuicdo das proba-
bilidades anteriores, do numero de taéxons
incluidos na filogenia e da relacao evolutiva
entre eles.

A Figura 16-5 exemplifica o andamento
da amostragem da MCMC em um espaco de
filogenias. Supondo que os quadrados em «, b

e ¢ representam um espaco amostral de filo-
genias, semelhante ao apresentado na Figura
15-5b, e que os pontos pretos sejam as filo-
genias que vao sendo amostradas com o de-
senvolvimento da MCMC vemos que, ao final
do processo, depois de empregados 100 mil
passos (Figura 16-5c), um grande nimero de
filogenias foi amostrado.

Ainda, na regiao delimitada por um cir-
culo, assumimos que estao as filogenias com
maior probabilidade de explicar a historia
evolutiva de um grupo de organismos, ou se-
ja. as filogenias reais. Note que quanto maior
o ndmero de passos percorridos pela cadeia,
maior a amostragem do espaco de filogenias
e maior o nimero de amostras dentro da re-
giao com filogenias de alta probabilidade.

Ao final, apds o término da cadeia, a
distribuicéo das probabilidades posteriores de
todos os parametros deve ser verificada. No

a. b. =

Figura 16-5: Espaco de possiveis arvores
analisadas pela MCMC. Considerando que os
quadrados descrevem o espaco amostral de
todas as filogenias possiveis para um dado
conjunto de sequencias, os pontos pretos
representam as filogenias que foram
amostradas ao longo da cadeia. Os circulos
presentes no canto esquerdo inferior
representam a regido de maximo global (isto
é, maior probabilidade) neste espaco
amostral. O andamento da cadeia neste
exemplo € o mesmo apresentado na Figura
15-5b (a) cento e trinta passos percorridos
pela cadeia; (b) trinta mil passos percorridos
pela cadeia; (c) cem mil passos percorridos
pela cadeia. Nota-se que quanto maior o
nimero de passos percorridos, maior a
amostragem de filogenias no espaco. Da
mesma forma, aumenta a probabilidade de a
cadeia amostrar aquelas filogenias de
maximo global.
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entanto, as amostras tomadas no inicio da
cadeia sao tipicamente descartadas, pois es-
tao sob forte influéncia do local de inicio da
cadeia. As filogenias do inicio da cadeia estao
muito longe de pontos maximos no espaco
amostral e, por isso, é provavel que todas as
novas filogenias sugeridas subsequentemente
sejam tomadas para o proximo passo (qual-
quer arvore proposta sera mais provavel que
as arvores iniciais semelhantes aquela gerada
aleatoriamente).

Esta fase inicial @ conhecida como peri-
odo de burn in (Figura 17-5). Conforme a ca-
deia avanca, espera-se que a probabilidade
das arvores amostradas aumente e, quando
um numero suficiente de filogenias for amos-
trado, chegue a uma distribuicéo estacionaria.
Em termos Bayesianos, espera-se que a ca-
deia atinja a convergéncia.

Um dos primeiros indicativos de que a
cadeia convergiu para a distribuicdo correta
estd na estabilidade dos valores de probabili-
dade dos parametros da cadeia (cada para-
metro da filogenia podera ter uma
distribuicao independente). Portanto, a repre-
sentacdo grafica dos valores das probabilida-
des e dos respectivos passos da cadeia (trace
plot) é uma importante ferramenta para mo-
nitorar o desempenho da MCMC (Figura17-5).

Devido ao aumento brusco de probabili-
dade das filogenias que sao visitadas pelo an-
damento da  cadeia, os  graficos
necessariamente incluiréo os valores medidos
em escala logaritmica (In L, Figura 17-5). Em
estatistica Bayesiana, € comum que seja atri-
buido um intervalo de credibilidade de 95%
para os parametros amostrados. Estes valo-
res sao obtidos através da eliminacdo de
2,5% dos valores mais baixos e de 2,5% dos
valores mais altos para um determinado pa-
rametro. Um intervalo de credibilidade con-
ttm o valor correto com 55% de
probabilidade; no entanto, nao se trata de um
intervalo de confianca.

Adicionalmente, outros métodos sdo Uteis para di-
agnosticar a convergéncia da cadeia, tais como o exa-
me do tamanho amostral efetivo (ESS) e a comparacao
de amostras resultantes de diferentes cadeias (varias
cadeias de MCMC s&o aplicadas para o mesmo conjunto

LnL

T T
100000000 150000000

Geracoes

T
50000000 300000000

Figura 17-5: Representacao grafica das
probabilidades das filogenias na cadeia ao
longo de 300 milhées de amostragens. O
esquema demonstra duas visualizacdes
possiveis: a esquerda, sao mostrados apenas
0s pontos referentes as amostras tomadas
ao longo da cadeia e, a direita, as
amostragens sucessivas sao ligadas umas as
outras para facilitar a Vvisualizacao do
comportamento da cadeia. Em cinza, a fase
inicial de burn in da Cadeia de Markov Monte
Carlo.

de dados). Apesar de ser computacionalmente intensi-
va, a ultima alternativa parece ser a mais confiavel pa-
ra verificar a convergéncia. Contudo, o exame de ESS &,
ainda hoje, o método mais utilizado. O tamanho amos-
tral efetivo € uma estimativa para verificar o nimero
de amostras independentes existentes na cadeia, ou
seja, quantas amostras nao similares foram tomadas.
Atualmente, um ESS maior que 200 é um indicativo de
que a cadeia convergiu adequadamente.

A técnica de Metropolis Coupling, conhecida como
MCMCMC ou (MC)3, através da introducédo da corrida si-
multanea de duas cadeias, pode ajudar na amostragem
de maximos globais e beneficiar na convergéncia da
cadeia. Nesta técnica uma cadeia, chamada de quente
(hot chain), permite aproximar os valores de maxima e
minima probabilidade das amostras para que a cadeia
possa, de forma mais rapida, “saltar” entre picos de
probabilidade, especialmente de maximos locais para
maximos globais. O aquecimento da cadeia é dado pelo
parametro B e visa diminuir a altura dos picos locais no
espaco amostral. Uma segunda cadeia simultanea,
chamada de fria (cold chain), utiliza as informacdes
destes saltos da cadeia quente para melhorar a sua
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amostragem e garantir a convergeéncia.

Os meétodos Bayesianos de inferéncia filogenética
ainda tém a vantagem de aplicar modelos que envol-
vem diferentes tipos de relégios moleculares.

As distancias genéticas, depois de “tratadas” pelos
modelos de substituicdo, ndo tem qualquer significado
sozinhas quando se deseja estimar, por exemplo, a ida-
de do ancestral comum mais recente de duas OTUs.
Esta e outras questdes podem ser avaliadas quando
aplicamos uma medida de tempo nas inferéncias, a fim
de calibrar as taxas evolutivas. Sequenciamentos de
amostras isoladas em diferentes épocas podem forne-
cer a calibragdo adequada para inferéncias temporais,
pois se assume uma taxa evolutiva constante ao longo
de um tempo ¢ para todos os ramos de uma filogenia
(relégio molecular estrito).

As taxas evolutivas dependem de diversos fatores
e podem variar, nem sempre seguindo a constancia
proposta por este modelo. Apds a introdugao de um ti-
po especifico de reldgio molecular relaxado, as taxas
de evolucdo podem variar ao longo da arvore para di-
ferentes grupos e nao sdo correlacionadas, ou seja,
grupos evolutivamente préximos ndo necessariamente
terdo taxas de evolucao semelhantes (reldgio molecu-
lar relaxado n&o correlacionado).

Complexos modelos de dinamica popu-
lacional podem ser analisados sob uma pers-
pectiva Bayesiana. Quando o conjunto de
sequéncias submetido as analises sao isola-
dos de uma populacdo homogénea, os para-
metros de histéria demografica podem ser
usados para modelar as mudancas populaci-
onais ao longo do tempo. Desta forma, atra-
ves da estatistica Bayesiana é possivel, além
da inferéncia filogenética, refinar as analises e
datar filogenias e ramos especificos (Figura
18-5), inferir caracteres ancestrais e analisar
a dinamica populacional sob uma 6tica evolu-
tiva.

5.8. Confiabilidade

O papel principal das técnicas de infe-
réncia filogenética € desvendar as relacdes
evolutivas reais através de dados molecula-
res, buscando garantir que esta reconstrucao
seja fidedigna. Além da inferéncia das rela-
¢Oes evolutivas entre os téxons, é igualmente
importante que a filogenia possua precisao.

Clado A

IClado B

Clado C

Clado D

Clado E

Clado F

Clado G

90

99
Clado H

[

0.1

19'72 19I82 20'02 2[512

Figura 18-5: Arvore filogenética consenso
gerada por inferéncia Bayesiana para 70
sequéncias de nucleotideos. As cores nos
ramos representam diferentes clados (B-H).
O grupo externo esta identificado como clado
A. O Clado H foi agrupado para facilitar a
representacao. Nos nds estao especificados
os valores de probabilidade posterior acima
de 70. Abaixo, é apresentada a escala
temporal inferida a partir da utilizacao de um

relégio molecular relaxado.

1992

Esta caracteristica esta relacionada ao nime-
ro de filogenias que podem ser excluidas, a
partir do conjunto total de filogenias, por ndo
serem “verdadeiras”. Quanto maior o nimero
de filogenias excluidas neste processo, mais
preciso e o método.

Em geral, na maioria dos casos de re-
construcao filogenética, a falta de precisdo
das filogenias esta relacionada ao conjunto de
dados que estd sendo fornecido no alinha-
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mento. O gene considerado, o tamanho das
sequéncias, o nimero de individuos e o grupo
externo sao atribuicées fundamentais para
uma reconstrucdo filogenética precisa e de-
pendem, especialmente, do objetivo do estu-
do e da propria disponibilidade de informagao.

Em muitos casos, o pesquisador é ainda
dependente do nimero de amostras e do su-
cesso de coleta em campo, sobretudo, quan-
do seu objeto de estudo se trata de uma
espéecie rara ou de individuos de dificil amos-
tragem. No entanto, apesar de toda a infor-
macao relacionada ao conjunto de dados, a
dificuldade de amostragem de individuos pa-
rece ser, sem duvida, o principal problema
relacionado a precisao das filogenias, pois a
falta de dados de variabilidade genética com-
promete a inferéncia de histéria evolutiva co-
erente.

Como é possivel saber se a amostragem
foi suficiente e a filogenia é confidavel? Usual-
mente, a resposta para esta questao consiste
na reamostragem de dados. Se novas amos-
tras forem tomadas e a mesma filogenia for
reproduzida, a filogenia proposta tem seu va-
lor reforcado. No entanto, na maioria dos ca-
sos, a reamostragem de dados da forma
usual (coletas de novos espécimes, reamos-
tragens em campo, achado fdssil diferente,
etc) ndo é factivel. Assim, algoritmos que
produzem diferentes amostragens utilizando
0 mesmo conjunto de dados foram desenvol-
vidos para possibilitar a verificacdo da confia-
bilidade nos clados das filogenias. Destaca-se
entre estes algoritmos o método de
bootstrap.

Bootstrap ¢ um meétodo de reamostra-
gem utilizado para realizar comparacées da
variabilidade das hipéteses filogenéticas, ofe-
recendo medidas de confiabilidade aos clados
propostos. A reamostragem é realizada a
partir do mesmo conjunto de dados, e novas
amostras ficticias com o mesmo tamanho
serao geradas.

Segundo este método, cada sitio do ali-
nhamento serd tratado de forma indepen-
dente. Conforme a Figura 19-5, inicialmente o
algoritmo reconstruira a filogenia a partir do
alinhamento dado e, posteriormente, diversas

replicatas serdo reconstruidas. As colunas,
representando os sitios do alinhamento, se-
réo aleatoriamente tomadas (amostradas)
pelo algoritmo e, em seguida, serdo agrupa-
das uma ao lado da outra de maneira a for-
mar um novo alinhamento (com o mesmo
ndmero de sitios do alinhamento original, Fi-
gura 19-5).

Por este método, é possivel que um
mesmo sitio seja amostrado mais de uma vez
e, portanto, alguns sitios nao serdo selecio-
nados para o novo alinhamento. Um ndmero
fornecido pelo usuario especificaré o nimero
de pseudoreplicatas (novos alinhamentos)
que serao construidas. Assim que uma pseu-
doreplicata for criada, o algoritmo constrdi a
filogenia correspondente.

seq01
seq02
seq03

seq04

Alinhamento Original
1234567890

I'GGGACGGGG

seq01l

seq02
seq03
seq04

............

GGGTGGCG

GGGTGGCG
'TGG

GG

GAAGCAT G

3552641148
Pseudoreplicata 01

5598417060
Pseudoreplicata 02

seq01 seq01
seq02 seq02
seq03 seq03
seq04 seq04

Figura 19-5: Meétodo de boostrap para
filogenias. A partir do alinhamento original, as
colunas que representam os sitios serdo
aleatoriamente amostradas para construir
pseudoreplicatas (um mesmo sitio pode ser
sorteado diversas vezes). Estas, por sua vez,
serao utilizadas para a inferéncia de
filogenias, da mesma forma que o
alinhamento original.
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E importante ressaltar que a inferéncia
destas filogenias sera realizada pelo método
de construgao especificado pelo usuario, seja
aproximacao de vizinhos, maxima parcimonia
ou maxima verossimilhanca (para arvores
bayesianas, veja adiante). Ao final, o algorit-
mo analisard os clados e automaticamente
verificara a presenca de determinados agru-
pamentos em todas as filogenias construidas.
Se, por exemplo, encontramos as sequéncias
1 e 2 formando um clado em 70% das filoge-
nias construidas, atribuiremos a confiabilidade
de 70 ao clado formado por estas duas se-
quéncias. Comumente, o valor de confiabili-
dade dos clados é colocado préximo ao
ancestral comum do clado (Figura 18-5).

A partir dos resultados de confiabilidade
dos clados é possivel também construir filo-
genias baseando-se na arvore consenso ge-
rada pela regra da maioria (magjority-rule
consensus tree). Neste método, o algoritmo
tabulara todos os clados formados em todas
as replicatas geradas. Aqueles clados que
mais aparecerem servirao para montar a fi-
logenia consenso.

Ao contrario dos métodos de aproxima-
¢ao de vizinhos, maxima parciménia e maxima
verossimilhanca, a confiabilidade de filogenias
construidas atraves de estatistica Bayesiana é
inerente ao processo. Como diversas filogeni-
as sao amostradas ao longo do desempenho
da Cadeia de Markov, nao é necessario ne-
nhum meétodo para simular reamostragens do
mesmo conjunto de dados. As amostras se-
rédo resumidas a partir da distribuicao poste-
rior de filogenias como frequéncia de clados
individuais e serao identificadas por um nu-
mero proximo ao ancestral comum daqueles
clados (Figura 18-5). Portanto, o valor de
probabilidade posterior de um clado repre-
senta uma inferéncia a respeito da probabili-
dade daquele clado.

A comparacao dos valores de bootstrap
e de probabilidade posterior dos clados para
filogenias construidas a partir do mesmo ali-
nhamento utilizando maxima verossimilhanca
e o método Bayesiano, respectivamente, leva
a conclusao de que o metodo Bayesiano su-
perestima a confianca aos clados. A confianca

atribuida pela probabilidade posterior é ge-
ralmente maior que aquela atribuida pelo
meétodo de bootstrap. Por isso, enquanto uma
confianca acima de 70 é considerada susten-
tada para o bootstrap, apenas valores acima
de 90 podem ser considerados relevantes
para os metodos Bayesianos.

5.9. Interpretacao de filogenias

Arvores filogenéticas sao diagramas
que denotam a histdria evolutiva de diferentes
OTUs a partir de seu ancestral comum. Mais
do que isso, as filogenias moleculares sao
ferramentas que ajudam no entendimento
dos diversos processos evolutivos que mol-
dam o genoma dos organismos. Desta forma,
a interpretacao das implicacdes evolutivas
associadas a um, ou a um conjunto de taxons,
esta diretamente relacionada a disposicao dos
ramos internos e externos de uma arvore. In-
dependentemente do meétodo de inferéncia,
ou da forma como a arvore é apresentada, a
interpretacao dos resultados sera baseada
Nnos mesmos pressupostos, ainda que meéto-
dos diferentes possam originar filogenias di-
ferentes.

Inicialmente, é necessario observar a
presenca de uma raiz. Como ja discutido, o
meétodo de enraizamento pelo grupo externo
e 0 mais comum e utiliza organismos sabida-
mente relacionados ao grupo em evidéncia,
servindo para orientar o algoritmo em rela-
Cao as caracteristicas mais ancestrais do
grupo. O grupo externo ajudara a evidenciar o
tempo evolutivo. Na Figura 20-5, por exem-
plo, o grupo externo é dado pelo orangotango,
pois este compartilha o mesmo ancestral co-
mum que o restante do grupo. No caso de fi-
logenias sem raiz, é necessario ter cautela
nas interpretacdes, pois este tipo de diagrama
apenas revela a relacao entre os téxons.

Depois de encontrada a raiz da filogenia,
e preciso avaliar os ramos. Dependendo do
meétodo, os ramos podem ter significados di-
ferentes. Na Figura 18-5, os ramos evidenci-
am o tempo real, apresentando OTUs
amostradas no passado. Pelo contrario, na
Figura 20-5, os ramos evidenciam apenas um
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Figura 20-5: Diferentes representacdes da
filogenia dos primatas.

tempo evolutivo representado pelo ndmero
de modificacbes genémicas, desde o organis-
mo ancestral até os ramos terminais. Além
disso, deve-se perceber a escala na qual os
ramos foram representados, pois estes indi-
cam o numero de substituicdes que provavel-
mente ocorreram ao longo do processo
evolutivo e podem ajudar na interpretacao
das taxas evolutivas.

Conclusées evolutivas baseadas em &r-
vores filogenéticas devem ser sustentadas
em arvore confidveis e, por isso, a medida de
confiabilidade dos ramos deve ser denotada.
Inicialmente, é necessario verificar o método
utilizado para reconstrucao da filogenia e,
quando necessario, verificar o algoritmo utili-
zado para gerar a confiabilidade dos clados.
Ramos com maiores valores de confiabilidade
gerarao conclusdes mais confiaveis, enquanto
que clados com baixos valores deverao ser
interpretados com maior cuidado. No entanto,
ndo € necessario negar totalmente conclu-
sdes baseadas em filogenias com baixa confi-

abilidade nos ramos. O tipo de método, a for-
ma de amostragem e o numero de OTUs po-
dem ser fatores de interferéncia e, assim,
podem prejudicar a valorizacdo dos ramos.

O padrao de organizacao dos ramos de
uma filogenia denota o padrao de ancestrali-
dade. As filogenias ndo sao escadas, onde al-
guns organismos sao “mais evoluidos” que
outros, mas uma representacao da histéria da
derivacao de OTUs. Na Figura 18-5, por ex-
emplo, é possivel observar que os clados B,
C. D, E, F e G possuem um ancestral comum
que compartilha um outro ancestral com o
clado A. Ja o clado H, representado por um
triangulo para evidenciar um grande ndmero
de téxons naquele ponto da filogenia, teve um
ancestral comum dentro do clado G. Este pa-
drao sugere que o clado H se originou a partir
do clado G. Da mesma forma, podemos ob-
servar a disposi¢ao do clado G em relagao ao
F e concluir que o primeiro se originou a partir
do segundo.

No caso da Figura 20-5, observamos
que humanos e chimpanzés tiveram um mes-
mo ancestral comum. Com base nestes da-
dos, € incorreto pensarmos que humanos s&o
derivados de chimpanzés, ou que humanos
sdo mais evoluidos que chimpanzeés. Estes
organismos estao apenas formando um
mesmo clado dentro da filogenia dos prima-
tas.

Por ultimo, é fundamental saber o obje-
tivo do estudo filogenético a ser realizado.
Arvores filogenéticas devem ser construidas
para responder uma determinada questao,
que pode envolver apenas um, ou diversos
organismos.

Quando possivel, é importante recons-
truir a filogenia utilizando diferentes métodos
de inferéncia e compara-las entre si. A con-
clusao desta forma serd melhor sustentada.
Além disso, atualmente, a histdria retratada
em uma filogenia nao é por si s6 satisfatoria.
Outras ferramentas podem ser utilizadas pa-
ra complementar e sustentar a interpretacao
de uma filogenia, incluindo analises de re-
combinagao, pressao seletiva e estruturacao
populacional, verificacdo de coespeciacao,
construcao de redes filogeograficas, compa-
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racdo com dados de fdsseis, eventos geoldgi-
cos, dados histdricos e, até mesmo, analises
de dados comportamentais.

Um exemplo da combinagao de analises
filogenéticas com dados histdricos veio na
confirmacao da origem e disseminacao hu-
mana a partir da Africa. Através da utilizacdo
de dados histdrico-antropolégicos  (como
vestigios materiais de hominideos ancestrais),
fésseis de hominideos e andlises de DNA mi-
tocondrial de representantes de diferentes
etnias, os pesquisadores puderam tracar as
rotas de disseminacdo humana a partir da
Africa.

Outro exemplo estéd na solucao de um
enigma que perturbou zodlogos por um longo
periodo: a posicao taxdnomica do panda-gi-
gante entre os mamiferos carnivoros. Apesar
de esta espécie ser fisicamente muito similar
a um urso, outras caracteristicas, como den-
ticao e anatomia das patas, levaram a propo-
sicao de uma hipdtese antes nao imaginada.

Tal hipétese propunha que o panda-gi-
gante (Ailuropoda melanoleuca) seria proxi-
mamente relacionado ao o panda-vermelho
(Ailurus fulgens), um mamifero de pequeno

Urso-negro- Urso-negro-

Urso-marron ¥y .
asiatico americano

]

PLEISTOCENO l l

Urso-polar

Urso-do-sol Urso-beigudo

porte, semelhante ao guaxinim. Com o em-
prego de diferentes dados, incluindo fdsseis,
anatomia de mamiferos atuais, distribuicdo
geografica, sequéncias de DNA de diferentes
porcdes do genoma, sequéncias de aminoaci-
dos de diferentes proteinas e mapeamento
cromossomico, foi possivel estabelecer uma
histéria evolutiva plausivel, capaz de descre-
ver a origem evolutiva do panda-gigante (Fi-
gura 21-5).

Por meio dessa andlise combinada de
dados, se propdés que o panda-gigante, um
urso, derivou do ancestral comum dos ursos
ha cerca de 24 milhdes de anos, muito antes
das derivacdes que originaram todos os ou-
tros ursos existentes hoje. Além disso, ob-
Servou-se que 0S Ursos e 0s procionideos
(grupo que inclui o guaxinim e o panda-ver-
melho) possuem um ancestral comum que
deu origem as duas linhagens ha aproximada-
mente 30 milhdes de anos.

A filogenia molecular é uma ferramenta
util quando empregada isoladamente, mas
que pode se beneficiar de diferentes tipos de
dados para propor uma histdria evolutiva. Em
ultima analise, a decisao sobre que tipos de
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Figura 21-5: Posicao filogenética do panda-gigante, baseada na combinacdo de diferentes tipos
de dados. Baseado em BININDA-EMONDS, Olaf R.P. Phylogenetic position of the giant panda. Em:
LINDBURG, D.G. & Baragona, K. Giant pandas: Biology and conservation. Berkeley: University of
California Press, 2004; e em EIZIRIK, Eduardo e colaboradores: Pattern and timing of
diversification of the mammalian order Carnivora inferred from multiple nuclear gene

sequences. Mol Phylogenet Evol, 56, 49, 2010.
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dados (além dos moleculares) serdo empre-
gados na andlise filogenética dependera da
pergunta a ser respondida com essa técnica.
Nao existem regras pre-estabelecidas, e as
estratégias analiticas precisam ser propostas
caso a caso.

5.10. Conceitos-chave

Ancestral: organismo ou sequéncia que originou
novo(s) organismo(s) ou sequéncia(s). Em
alguns casos pode ser considerado o mes-
mo que primitivo.

Apomorfico: refere-se a um caractere novo ad-
quirido ao longo do processo evolutivo,
uma inovacao. Uma apomorfia pode servir
de diagnéstico para separagao de clados.

Aproximagao dos vizinhos: neighbor joining
(NJ), método de inferéncia filogenética
quantitativo baseado em disténcia genéti-
ca.

Autapomorfias: apomorfias especificas e restri-
tas a um clado.

Bootstrap: método de reamostragem que per-
mite verificar a confiabilidade dos ramos
de uma filogenia.

Cadeias de Markov Monte Carlo: método utiliza-
do pela estatistica Bayesiana para amos-
trar as probabilidades de distribuicdo de
diferentes parametros das filogenias.

Clado: grupo formado por um ancestral e todos
seus descendentes, um ramo Unico em
uma arvore filogenética.

Derivado: que se originou de um ancestral e é
mais recente no tempo evolutivo (nota:
deve-se evitar o termo “mais evoluido” e,
em seu lugar, empregar “derivado”).

Distancia Genética: medida quantitativa da di-
vergéncia genética entre organismos.

Espaco Amostral de Filogenias: espaco teodrico
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que inclui todas as filogenias possiveis
(com raiz ou sem raiz) para um determi-
nado alinhamento.

Frequéncia de equilibrio: ponto em que nao
existe mais alteracdo nas frequéncias dos
alelos.

Grupos irmdos: clados que dividem um ancestral
comum.

Homologia: similaridade originada por ancestra-
lidade comum.

Inferéncia filogenética Bayesiana: método qua-
litativo de inferéncia filogenética baseado
na estatistica Bayesiana. Através da Ca-
deia de Markov Monte Carlo este método
buscard as arvores mais provaveis dentro
das filogenias amostradas.

Maxima Parcimonia: método qualitativo de infe-
réncia filogenética que busca a arvore que
minimiza o numero total de substituicdo
de nucleotideos.

Maxima Verossimilhanga: método qualitativo de
inferéncia filogenética que busca a arvore
com a maxima verossimilhanga.

Monofilia: associagdao entre o ancestral comum e
todos os seus descendentes, formando um
clado monofilético.

Mdltiplas Substituigdes: eventos multiplos de
substituicdo de nucleotideo localizado em
um mesmo sitio do DNA.

Modelos de Substituicdo: modelos matematicos
utilizados para descrever o processo evo-
lutivo ao longo do tempo, podendo ser
aplicados ao alinhamento de nucleotideos
ou aminoacidos.

Ortdlogo: genes homédlogos em diferentes orga-
nismos e que mantém a mesma fungao.

OTU: unidade taxon6mica operacional, folha ou
noé terminal em uma arvore filogenética.
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Parafilia: associacao entre o ancestral comum e
apenas parte de seus descendentes, for-
mando um clado parafilético.

Pardlogo: genes homodlogos de um mesmo or-
ganismo que divergiram apds duplicacao.

Plesiomorfico: dotado de caracteristicas do an-
cestral que sdao conservadas nos descen-
dentes.

Polifilia: associagao entre diferentes OTUs sem a
necessidade de um Unico ancestral co-
mum, frequentemente originada por con-
vergéncia evolutiva.

Primitivo: diz-se de caracteristicas ou organis-
mos ancestrais, anteriores no tempo evo-
lutivo a organismos ou caracteristicas mais
recentes.

Probabilidades Anteriores: distribuicdo dos valo-
res de um parametro filogenético que é
sabido de antemdo pelo pesquisador.

Probabilidades Posteriores: conjunto da distri-
buicdo dos valores de parametros filoge-
néticos resultantes do método de
inferéncia Bayesiana.

Sistematica: estudo da diversificacdao das formas
vivas e suas relagdes ao longo do tempo.

Taxonomia: estudo que busca agrupar os orga-
nismos com base em suas caracteristicas e
nomear os grupos obtidos, classificando-
0os em alguma escala.

Taxon: grupo (de qualquer nivel hierarquico)
proposto pela taxonomia.

Topologia: descreve a ordem e a disposicao
exata das OTUs em uma filogenia.

UPGMA: unweighted pair-group method using
arithmetic average, método de inferéncia
filogenética quantitativo baseado em dis-
tancia.
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