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RESUMO

A anemia infeciosa equina (AIE) é a doenca de etiologia viral provocada pelo
virus da anemia infeciosa equina (VAIE) que pertence a familia Retroviridae do género
Lentivirus. E uma doenca com uma distribuicio mundial, que leva a eliminagio
compulsiva dos cavalos infetados, uma vez que ndo existe cura, tratamento ou vacina
disponivel no mercado. Neste estudo avaliamos in vitro o efeito de antirretrovirais na
replicacdo do VAIE e concluimos que o Adefovir dipivoxil (ADD) é capaz de inibir a
replicacdo do VAIEwyo com uma ICso na ordem dos 3 aos 20 nM, e uma CCso de 141.8
uM. Demonstramos também que 33 dias apos infecdo o ADD néo perdeu a atividade
antiviral, parecendo indicar uma grande estabilidade desta droga e/ou um modo de agéo
irreversivel na inibicdo da transcriptase reversa do VAIE. O ADD apresentou um elevado
indice de seletividade (IS) de 41,595.5. A andlise da variabilidade genética da TR
submetida a pressdo do ADD durante varios dias demonstrou que ndo existem alteracdes
significativas entre os variantes genéticos encontrados na TR do VAIE tratado com ADD
e ndo tratado. Por tudo acima descrito concluimos que o ADD é um farmaco antiviral

muito promissor para o tratamento do VAIE.

PALAVRAS-CHAVE: Retrovirus, Lentivirus, VAIEwyo, Transcriptase Reversa,
Antirretrovirais, Adefovir dipivoxil.



ABSTRACT

The Equine Infectious Anemia (EIA) is a disease with a viral etiology caused by the
equine infectious anemia virus (EIAV) that belongs to the family Retroviridae of the
genus Lentivirus. It is a disease with a worldwide distribution, which leads to the
compulsory elimination of infected horses, since there is no cure, treatment or vaccine
available on the market. In this study we evaluated in vitro the effect of antiretrovirals on
VAIE replication and concluded that Adefovir dipivoxil (ADD) is able to inhibit
VAIEwyo replication with an I1Csg in the range of 3 to 20 nM and a CCso of 141.8 uM.
We have also shown that ADD did not lose antiviral activity after 33 days post infection,
suggesting a high stability of this drug and /or an irreversible mode of action in the
inhibition of VAIE reverse transcriptase (RT). The ADD had a high selectivity index (1S)
of 41,595.5. Analysis of the genetic variability of RT submitted to ADD pressure for
several days showed that there were no significant changes between the genetic variants
found in the RT treated with ADD and untreated. For all of the above, we conclude that
ADD is a very promising antiviral drug for the treatment of VAIE.

KEYWORDS: Retrovirus, Lentivirus, EIAVwyo, Reverse Transcriptase,
Antiretrovirals, Adefovir dipivoxil
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1. INTRODUCAO

O estudo em virologia tem vindo a crescer consideravelmente, em grande parte
devido a caraterizacdo de um crescente nimero de doengas humanas e animais causadas
por virus. Na medicina veterinaria, tal como na humana, os virus representam um grave
problema e um enorme desafio, devido ao surgimento de novos virus e ao facto de os
virus conhecidos estarem em constante evolucdo, criando multiplas resisténcias aos
tratamentos antivirais instaurados na tentativa de os “controlar”.

As substancias antivirais atuam em diversas fases da replicacao viral, mas sempre
com o principal objetivo de inibicdo da replicacdo do virus (De Clercq, 2008).

Em medicina humana a terapia antiviral € comummente utilizada para profilaxia
e/ou tratamento de doencas causadas por virus. Mas, a utilizacdo destas substancias em
medicina veterinaria é vista ainda como uma abordagem bastante otimista (Elena e
Sanjuan, 2007; Pozzo et al., 2014). Até a data, em medicina veterinaria ndo existe
qualquer substancia antiviral aprovada pelas entidades oficiais europeias, (a EMA -
agéncia europeia do medicamento) e/ou norte-americanas (USDA - agéncia norte
americana do departamento de agricultura) que tutelam a aprovacdo dos medicamentos
veterinarios. Este facto tem contribuido para a morte, eliminacdo e/ou eutanasia de
animais vitimas de doenca infectocontagiosas como Unica medida de controlo destas
infecdes.

De modo a evitar a eliminacdo compulsiva de animais infetados com o virus da
anemia infeciosa equina a empresa Equigerminal encontra-se a desenvolver terapias
antivirais para cavalos. Enquadrando-se este estudo nesta temética

A Anemia Infeciosa Equina (AIE) é uma doenga infeciosa com uma distribuicdo
global causada por um lentivirus que é fatal para os cavalos. Os animais infetados com
AIE ou morrem de doenca fatal ou como consequéncia das politicas de controlo
implementadas para esta doenca. Uma vez que a AIE é de declaracdo compulsoria e
eliminacdo obrigatoria a nivel global. Por tudo acima exposto, esta € uma doenca que
preocupa bastante os criadores de equinos, uma vez que ainda ndo existe uma vacina,
tratamento, ou cura para esta infecao.

A semelhanca do que acontece com outros lentivirus, como por exemplo com o
virus da imunodeficiéncia humana — VIH, devido a sua grande variabilidade genética tem
sido dificil o desenvolvimento de uma vacina eficaz para o controlo da AIE (Domingo et
al., 2012).
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No caso do sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA), as terapias antivirais
conseguiram transformar uma doenca fatal dos anos 80-90 numa doenca crénica tratavel
do seculo XXI.

Na Equigerminal acreditamos que as terapias antivirais podem ser uma realidade
em medicina veterinaria, podendo assim evitar a fatalidade da AIE, bem como a de outras

doencgas virais que afetam os cavalos.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como principal objetivo testar o efeito de Analogos de

Nucleotideos Inibidores na replicacdo viral e mutagénese da Transcriptase Reversa (TR)

do Virus da Anemia Infeciosa Equina (VAIE).

Em suma, os objetivos desta tese foram:

Conhecer a eficécia de algumas drogas antirretrovirais na replicacdo de
VAIE;

Determinar a ICso de uma droga antirretroviral mais promissora;
Determinar a CCsp dessa droga antirretroviral,

Analisar a variabilidade genética do gene da TR em virus sob pressao da
droga antirretroviral,

Analisar a variabilidade genética do gene da TR e do VAIE em geral.

Para a concretizacdo destes objetivos foram realizadas variadas e diferentes

tarefas, tais como:

Estudos de replicacdo do VAIE em cultura de células dérmicas equinas (ED)
na presenca ou auséncia de diferentes drogas antirretrovirais.

Avaliacdo da cinética de replicacao viral através de métodos moleculares de
“’Reverse transcriptase qPCR’” (RT qPCR) para quantificacdo de particulas
virais.

Estudos in vitro de citotoxicidade celular de modo a determinar a concentracéo
citotoxica que inibe 50% da viabilidade celular (CCso) utilizando testes
quantificdveis de viabilidade celular, o ensaio do PrestoBlue™ do tipo
fluorimétrico.

Estudos in vitro de eficicia de drogas antirretrovirais de modo a determinar a
concentragéo de inibigdo de 50% (1Cso) da replicacdo do VAIE.

Estudos de amplificacdo especifica seguidos de sequenciacdo do gene da TR
para obtencéo de sequéncias genéticas de virus tratados, ou ndo tratados com
antirretroviral.

Andlise genética da TR em populagGes virais (quasispecies) tratadas ou nédo
tratadas com droga antirretroviral de modo a avaliar o potencial
desenvolvimento de resisténcias ao antirretroviral.

Estudos de analise genética comparativa das diferentes estirpes de VAIE

provenientes de isolados geograficamente distantes.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Anemia Infeciosa Equina (AIE) — Doenca

A Anemia Infeciosa Equina (AIE) ou febre dos pantanos é uma doenca viral e
potencialmente fatal que atinge todos os membros da familia dos Equideos. Todas as
racas e idades sdo suscetiveis a doenca, porém animais subnutridos, parasitados e
debilitados tém maior predisposicdo. A AIE representa um grande desafio e causa perdas
significativas no sector equino em todo o mundo (Maresca et al., 2012).

A AIE é uma das 11 doencas especificas de equinos que se encontram listadas
pela Organizacdo Mundial de Saude Animal. Esta organizacdo € conhecida pela
sigla OIE, sendo uma organizacéo intergovernamental, com sede em Paris, cujo acrénimo
deriva da antiga designagédo em francés <’Office International des Epizooties’ e que em
2003 mudou a sua designagdo para ‘’World Organisation for Animal Health’’. A OIE
recomenda que a AIE seja de declaracdo compulsoria e eliminacdo obrigatéria. Estas
recomendacdes sdo seguidas por quase todos os paises e regides. Uma vez que nao existe
vacina, tratamento ou cura para esta doenca, € de extrema importancia a notificacdo de
animais infetados a OIE. Pois animais infetados podem ser portadores assintomaticos e
potentes disseminadores da doenca (Cook et al., 2013).

3.2. Manifestagdes Clinicas

O primeiro caso clinico de AIE foi descrito pela primeira vez na Europa, em
Franca em 1843 (Harrold et al., 2000; Lignée, 1843), como ‘La Maladie du sang du
cheval’. A doenga foi caraterizada por episodios periddicos de febre, anemia hemolitica,
ictericia, depressdo, edema e perda de peso crénica. A etiologia viral foi determinada em
1904, por Carré e os seus colaboradores ( Vallée e Carré, 1904; Cook et al., 2013).

A doenca pode ser manifestada em diferentes fases: aguda, cronica e inaparente.
A severidade dos sinais clinicos varia de acordo com a estirpe viral, quantidade de virus
transmitido e o sistema imunoldgico do hospedeiro (Cheevers e McGuire, 1985). As
manifestacdes clinicas da AIE podem apresentar episodios febris, (ou seja, temperaturas
rectais acima 39°C), anorexia, fraqueza, edema do abddémen inferior e membros, pulso
fraco, batimentos cardiacos irregulares, diarreia, fezes manchadas de sangue, anemia e
trombocitopenia. A fase aguda ocorre 1 a 2 meses apés infecdo caraterizando-se por
episodios febris frequentes (Cruz et al., 2015; Leroux et al., 2001). A fase cronica é
caraterizada por ciclos recorrentes de febre, virémia, anemia e anorexia, podendo também
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ocorrer sinais clinicos neuroldgicos (Oaks et al.,2004). Ao longo do tempo os picos de
febre vao se tornando mais espacados e 0s animais entram numa fase inaparente, em que
0s sinais clinicos desaparecem, no entanto é ainda possivel a detecdo de virus em
circulacdo (Cullinane et al., 2007). Os animais inaparentes sao importantes reservatorios
de AIE e quando submetidos a stress e a imunossupressdo podem reverter a doenca a sua
fase cronica (Cook et al., 2002; Issel et al., 2014).

A AIE tem uma distribuicdo mundial. A OIE tem vindo a relatar casos clinicos de
AIE em todos os continentes, incluindo o Europeu. Mais recentemente foi confirmado
um foco de VAIE em Espanha, a 18 julho do presente ano, tendo sido assinalada esta
informac&o pela Direcdo Geral de Alimentacdo e Veterindria (DGAV). De acordo com
os registos da OIE em Portugal foi relatado um Unico caso de AIE em 1985, considerando-

se a data um pais indemne desta doenca (OIE, 2017).

3.3. Transmissao da doenca

O Virus da Anemia Infeciosa Equina (VAIE) foi o primeiro retrovirus citado como
sendo transmitido por insetos (Hawkins et al., 1973). A sua transmissdo é efetuada via
sanguinea podendo ocorrer pela picada de insetos da familia Tabanidae — tais como as
moscas dos cavalos (Tabanus spp. e Hybomitra spp) e moscas dos veados (Chrysops spp)
- e Muscidae - mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans); através fomites ou por via
iatrogénica. A mais importante via de transmissdo do VAIE ocorre, pela agdo do homem,
através da reutilizacdo de agulhas, seringas, luvas e pela partilha de selas que tiveram

contato com sangue de um animal infetado (Cook et al., 2013; Issel et al., 2014).

3.4. Virus da Anemia Infeciosa Equina (VAIE)

A AIE é causada por um virus da familia Retroviridae, subfamilia
Orthoretrovirinae e género Lentivirus (Charman et al., 1976; Issel et al., 2014). Ao
género dos Lentivirus pertence também o virus da imunodeficiéncia humana (VIH), o
virus da imunodeficiéncia simia (VIS), o imunodeficiéncia felina (VIF), o virus Maedi-
visna dos caprinos (MVV), o virus da imunodeficiéncia bovina (BIV), entre outros,
(Cullinane et al., 2007; Olmsted et al., 1992; Ryan et al., 2000).

Durante anos o conhecimento da biologia molecular do VAIE foi atrasado devido
a falta de um sistema de propagacéo viral em cultura celular. O desenvolvimento de

modelos in vitro (Malmquist e Barnett, 1973) para a produgdo de particulas virais
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possibilitaram a classificacdo do VAIE, e desta forma permitiram iniciar estudos
bioguimicos e moleculares (Leroux et al., 2004).

Os retrovirus foram descritos pela primeira vez na década dos anos 70, quando se
descobriu que o virus de ARN contém uma cadeia simples de ARN associada a enzima
TR. A enzima TR é uma enzima que produz ADN tendo como modelo o ARN viral. Esta
enzima faz a transcricdo reversa, contrariamente ao que normalmente acontece nas
células, onde o ARN é produzido a partir de um ADN que Ihe serve de modelo. A medida
que sintetiza 0 ADN, a TR degrada o ARN modelo. Em seguida, a enzima produz uma
cadeia de ADN complementar & que foi copiada de ARN viral, originando uma molécula
de ADN de cadeia dupla. O ADN sera utilizado para transcrever moléculas de ARN que
atuam como mensageiras na sintese das proteinas virais. O ADN produzido pela TR é
também utilizado na sintese do ARN que constituird o genoma dos novos virus formados
na célula infetada (Coffin et al., 1997).

A microscopia eletronica permitiu observar a organizacdo ultraestrutural do
VAIE, sendo este constituido por uma mistura de particulas ovais ou circulares com
aproximadamente 115 nm de didmetro, um ‘core’ de formato conico — 0 capsideo -
encapsulado numa matriz proteica e delimitado por uma membrana lipidica contendo
numerosas projecdes de 6-8nm (Matheka et al., 1976; Weiland et al., 1977) (

Figura 1).

Figura 1- Particula viral de AIE. Fonte: (Weiland et al., 1977, p.338)

3.5. Ciclo de replicacéo viral

Os lentivirus dispBe de carateristicas fisicas e genémicas comuns assim como um
ciclo de replicacdo comum, apesar da ampla diversidade genética que existe entre 0s virus
da familia Retrovirus. O ciclo de replicagdo é caraterizado por um processo de Varios

passos que ocorre em varias fases definidas (Figura 2):

18



a) a primeira fase é a entrada onde ocorre a ligagdo as células, com fusdo e
penetracdo do virus dentro destas;

b) na segunda fase ocorre a propagacdo que inclui a transcricdo reversa,
integracdo, transcricao, producao de proteina e assemblagem das particulas de virus;

C) a terceira fase ocorre com o ‘budding’ ¢ ‘packaging’ das proteinas virais na
membrana celular que culmina com o egresso ou saida das particulas virais utilizando as
membranas celulares;

d) aquarta fase que comtempla a maturacéo dos virus com a reorganizacéo da
arquitetura do virus de modo a se transformarem em virus infectivos capazes de infetar

novas células (Figura 2) (Leroux et al., 2004).
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Figura 2- Representacdo do ciclo de replicacdo do virus AIE nas células hospedeiras.
Fonte: (Leroux et al. 2004, p.489)

3.6. Medidas de controlo da AIE: diagnostico e prevencao
Os meios de controlo da AIE baseiam-se na identificagdo do animal e diagnostico
serologico. Os métodos de diagnostico recomendados pela OIE sdo o teste de IDGA
(ensaios de imunodiagnostico pela técnica de Imunodifusdo em Gel de Agar), a ELISA
(ensaios de imunoabsorcdo enzimatica) ou o imunoblotting.
De acordo com as recomendagdes da OIE e a lei Europeia os animais
determinados como seropositivos devem ser eliminados de modo a evitar a disseminagéo

desta doenca incurdvel. Todos os paises da Unido Europeia interpretaram esta eliminacéo
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de seropositivos como a destruicdo dos seropositivos, com a exce¢do da Italia onde é
introduzida a possibilidade destes seropositivos serem colocados em quarentena ou
isolamento. Estas medidas de quarentena de seropositivos sao tambeém aprovadas no
Pantanal, uma regido do Brasil e alguns estados dos Estados Unidos da América (EUA)
(Cappelli et al., 2011; Issel et al., 2014).

Os métodos de imunodiagndstico ou serolégicos permitem a detecdo de anticorpos
anti-VAIE, utilizando todo o virus como um antigénio ou apenas determinadas proteinas
virais recombinantes, em amostras de soro de cavalos infetados com VAIE. O teste IDGA
permite a detecdo de precipitados entre a proteina p26, proteina do capsideo do VAIE e
0s anticorpos presentes em soros e/ou plasmas de equinos. Em muitos paises o IDGA é o
unico teste oficialmente reconhecido, para o diagnostico de VAIE (Dong et al., 2012).

Atualmente, sdo comercializados e aprovados pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA) quatro kits de ELISA de diagnostico de VAIE. Um kit
ELISA de competicdo que permite a detecdo de anticorpos anti-p26, trés kits de ELISA
ndo-competicdo, em que dois utilizam a p26 como antigénio e o terceiro utiliza
simultaneamente a p26 e a glicoproteina gp45 para a detecdo de AIE em soros de equinos.
Quando comparado com o teste de IDGA, o teste ELISA é mais vantajoso uma vez que
é um teste mais rapido e de menor subjetividade na leitura de resultados. A analise do
teste IDGA tem um tempo de incubacao de 24 - 48horas, de leitura qualitativa, baseando-
se na observacao a olho nu de linhas de precipitacdo. Enquanto o teste de ELISA tem uma
duracdo de 3 horas, é baseado numa analise quantitativa dos valores de absorvancia
adquiridos num espectrofotometro. Sendo o IDGA um teste de confirmacdo padrdo da
OIE para a AIE, todas as amostras positivas ou duvidosas por ELISA deveram ser testadas
pelo teste de IDGA (Issel e Cook, 1993; OIE, 2013).

Hoje em dia, existem outros métodos de diagndstico com maior sensibilidade e
especificidade para a detecdo do virus AIE. O imunoblotting (Westen Blot) é um dos
métodos soroldgicos mais sensiveis, pois deteta, simultaneamente, a reacdo de anticorpos
anti- gp90, anti-gp45 e anti-p26 com as respetivas proteinas virais. Este método ndo esta
disponivel comercialmente, no entanto, tem sido utilizado como método de auxilio de
diagndstico da AIE no laboratorio referéncia da Universidade de Kentucky, nos Estados
Unidos (Issel et al., 1999; Issel et al., 2014).

Os métodos moleculares de diagnostico, tais como reacdes de polimerizacdo em
cadeia (PCR), reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR)- detecdo de ADN

proviral - e reacdo em cadeia da polimerase de transcri¢do reversa (RT qPCR) - detegéo
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de genoma ARN - permitem detetar o proprio genoma do VAIE. Para desenvolvimento
de um teste molecular eficaz para o diagnostico de VAIE é necessaria a identificacdo de
regides altamente conservadas do genoma do VAIE (Dong et al., 2012).

Os meétodos moleculares de diagndstico enfrentam obstaculos devido a grande
variabilidade genética dos isolados primarios, a instabilidade do ARN viral e a presenca
de um baixo nimero de particulas virais (10%-10* particulas virais/mL de sangue) em
circulacdo em animais na fase inaparente de infecdo. A grande variabilidade genética do
VAIE deve-se a sua distribuicdo geogréafica, e a constante evolugdo do genoma viral ao
longo do tempo. Juntamente com a auséncia de estudos genéticos acerca de isolados
primarios, provenientes de locais geograficamente distantes tém dificultado a
implementacdo de um teste molecular de diagndstico para o VAIE. Deste modo, até a
data ndo existe um teste diagnostico molecular capaz de detetar todos os isolados
primarios de VAIE (Cullinane et al., 2007; Issel e Cook, 1993; Jin et al., 1999; Scicluna
etal., 2013).

Atualmente, a forma mais eficaz para controlar as doencas infeciosas € a
vacinacdo (Howe et al., 2002; Wang et al., 2016). O desenvolvimento de uma vacina
segura e efetiva para os lentivirus continua a ser um enorme desafio cientifico devido a
grande variabilidade genética destes virus. No caso do VAIE, a escassa informacéo
genética acerca de isolados primarios representa ainda um obstaculo adicional (Cook et
al., 2013; Craigo et al., 2015; Domingo et al., 2012).

A AIE é uma doenca endémica, descrita ha mais de 150 anos, afetando populacGes
de equinos por todo o mundo. Embora a AIE tenha uma distribuicdo mundial as
sequéncias genomicas de ARN completas s6 foram obtidas de dois isolados de VAIEwyo
(NCBI referencia sequéncia: NC_001450, isolado Estados Unidos) e 0 VAIELiaoning
(GenBank referencia sequéncia AF327877, isolado da China). O VAIEwyo representa o
primeiro clone viral completo e foi obtido a partir da adaptacdo da estirpe Wyoming em
linhas celulares de fibroblastos da derme de equinos (células ED) (Whetter et al., 1990;
Malmquist e Barnett, 1973). A maioria das sequéncias disponiveis no Genebank
resultaram de adaptagdes em laboratdrio das estirpes acima descritas. As estirpes virais
podem ser caracterizadas quanto a sua viruléncia e a sua capacidade de crescer em
culturas celulares (Capomaccio et al., 2012; Craigo et al., 2009; Dong et al., 2013).
Capomaccio e colaboradores realizaram a analise filogenética das sequéncias VAIE onde
observaram uma forte associagdo destas estripes a sua distribuicdo geografica

(Capomaccio et al., 2012). No total, contando com ARN e ADN proviral, foram
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publicadas sequéncias gendmicas de 5 diferentes regiGes ou paises: 0 VAIEwyo dos
Estados Unidos, o VAIELa da China, o VAIEre da Irlanda, o VAIEmiy do Japdo e o
VAIETa da Italia. A estas estirpes estdo associadas outras, ‘quasispecies’(Cappelli et al.,
2017). Estas estirpes virais apresentam cerca de 80% ou mais de uma variedade de
espécies gendmicas designadas por quasispecies. Muitos investigadores desenvolveram
clones do VAIE, com o intuito de se obter populacbes gendémicas mais homogéneas,
permitindo assim, estudos em virologia, patogénese, clonagem molecular e replicacao
viral (Cook et al., 1998; Issel et al., 2014; Payne et al., 1994; Quinlivan et al., 2013).

3.7. O genoma e proteoma do VAIE

O VAIE possui aproximadamente 8,2 kb, quando comparado a outros lentivirus
conhecidos, este € 0 que apresenta uma organizacdo gendmica mais simples (Issel et al.,
2014) (Figura 3). Tal como os outros retrovirus, o VAIE possui trés genes principais
(gag, pol e env), flanqueados por repeticoes terminais longas (LTR) contendo sequéncias
reguladoras (Cook et al., 2013). O gene gag e env codificam para as proteinas estruturais
ao passo que o gene pol codifica para as proteinas funcionais. O gene gag codifica a
poliproteina precursora - 0 Gag - que depois de clivada pela protease viral da origem as
proteinas do core — a capside ou p26, a matriz ou p15, a nucleocapside ou p11 e a proteina
p9 que contem o dominio L, o facilitador do egresso do virus. O gene pol codifica para
as enzimas protease (PR), TR (RT), DUTPase e integrase (IN), que sdo cruciais na
maturagdo viral (PR), transcri¢do reversa (RT e DUTPase) do ARN viral em ADN linear
de cadeia dupla e na integracdo do genoma nas células do hospedeiro (IN). O gene env
codifica para as duas glicoproteinas do envelope, a unidade de superficie (SU) ou gp90 e
a gp45. Por sua vez a gp45 é composta por uma unidade transmembranar (TM) e a cauda
intracitoplasmatica (CT). Estas duas glicoproteinas, gp90 e gp45, estdo envolvidas na

ligacdo ao recetor celular e infecdo subsequente de célula hospedeira. (Issel et al., 2014).
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Figura 3- Estrutura, localizacdo e identificacdo das proteinas estruturais do virus da
anemia infeciosa equina (VAIE). Fonte: (Issel et al., 2014, p.563)

Além destes genes e proteinas estruturais e funcionais, essenciais ao ciclo viral,
existem outros genes e proteinas acessorias, ou seja, nao essenciais a replicacdo viral.
Contrastando com as seis proteinas acessorias, codificadas pelo genoma do VIH, o VAIE
possui apenas trés proteinas acessorias, duas das quais sao comuns a todos os lentivirus —
a Tat e Rev - e uma proteina exclusiva do VAIE denominada de proteina S2. As proteinas
Tat e Rev estdo envolvidas na replicacdo viral. A proteina reguladora Tat atua como o
transativador da replicacdo. A proteina Rev atua no transporte do ARN viral para o nicleo
a partir do citoplasma. A proteina acessoria, S2 parece ter um papel essencial na
viruléncia do VAIE, embora o seu mecanismo de acdo ainda ndo seja totalmente
conhecido (Figura 4) (Issel et al., 2014).

gag pol env
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Figura 4 - Representacéo linear do genoma de VAIE com repeti¢Ges terminais longos
(LTR) e as regibes de codificacdo das proteinas (gag, pol, env, tat, S2 e rev). Fonte:(Issel et al.,
2014, p.563).

3.8. A TR e seus dominios
As TRs retrovirais, tais como as do VHI-1 e VIH-2 e VAIE, mostram uma
organizacdo e estrutura muito semelhante entre si. A regido que codifica para o dominio
central, a ADN- polimerase, é a regido mais conservada do genoma do ponto de vista
filogenético. A TR é uma enzima multifuncional que possui atividade de ADN-

polimerase dependente de ARN e ADN e atividade de ribonuclease H (ARNase H). ATR
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do VIH encontra-se muito bem estudada e serve como modelo para as TR de outros
lentivirus. Esta proteina na sua forma ativa apresenta-se com um heterodimero de duas
subunidades, a p66 que intervém na incorporacdo de nucleotideos e a p51 que mantém a
conformacédo apropriada da enzima durante transcricdo reversa (Souquet et al., 1998;
Agopian et al., 2009; Issel et al., 2014). A p66 encontra-se dividida em cinco
subdominios, quatro subdominios da ADN polimerase e um dominio RNase H. Os cinco
subdominios estruturais da TR do VIH sdo: “dedos” (fingers), “palma” (palm), 0
“polegar” (thumb), a “cone¢do” (connect) e por fim ARNase H (Figura 5). Estes
subdominios estruturais da TR estdo associados a 4 dominios funcionais: 1) RVT_Like
ou RVT-1 equivalentes ao ‘fingers’ e palms’; 2) o RVT_thumb equivalente ao “thumb”;
3) 0 RVT_connect ao “connect”; e 4) e a ARNase_H (Figura 5). A ARNase H é uma
endonuclease que cliva a cadeia de ARN de um hibrido de ARN/ADN de uma forma néo
especifica e na presenca de catides divalentes (Goff, 1990; Kohlstaedt et al., 1992; Coffin
etal., 1997).
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Figura 5- Os 5 subdominios estruturais da TR do VIH. Fonte: (Coffin et al., 1997)

3.9. Antivirais e modo de acao
As terapias antivirais representam um marco na industria farmacéutica e em
medicina. Nos ultimos 50 anos constituiram uma area prioritaria na investigacéo,
desenvolvimento e inovacdo (IDI) demonstrando grandes crescimentos tanto no meio
academico como na industria farmacéutica. Este crescimento foi propulsionado pelo
aparecimento do VIH nos anos 80 e mais recentemente pelas hepatites virais humanas.

Devido a estas terapias, doengas fatais como a SIDA, bem como a hepatite viral do tipo
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B (HVB) e hepatite viral do tipo C (HVC) foram transformadas em doencas crdnicas
controlaveis.

O desenvolvimento destes farmacos até a sua entrada no mercado sédo processos
demorados e bastantes dispendiosos de forma a garantir a sua seguranca e eficacia no
tratamento das doencas a que se destinam.

Os farmacos antivirais sdo substancias com capacidade de bloquear uma das
etapas da replicacdo viral sem interferir demasiado na biologia normal da célula
hospedeira. Um exemplo de um antiviral é aquele que é capaz de prevenir a replicacao
do virus e/ou possa inibir a atividade da protease viral e/ou consiga impedir a transcri¢ao
reversa de &cidos nucleicos retrovirais e/ou possa evitar o inicio ou a progressao de uma
infecdo viral num animal, ou hospedeiro. Um antiviral ideal deve apresentar algumas
carateristicas, tais como: penetrar na célula, possuir um largo espectro, ter especificidade
para as enzimas virais ou induzidas pelos virus, possuir poténcia suficiente para inibir
completamente a replicagdo viral, ndo conduzir ao desenvolvimento de resisténcias,
exibir uma toxicidade minima para a célula hospedeira, ndo interferir com os mecanismos
normais de defesa celular e por dltimo ndo suprimir o processo normal de
desenvolvimento da imunidade ativa do hospedeiro (Pozzo et al., 2014).

Os medicamentos ou farmacos antirretrovirais sdo qualificados de acordo com a
fase de atuacdo no ciclo de replicacdo viral. Por exemplo os que blogueiam a atividade
enzimatica da TR impedindo a sintese de ADN viral sdo apelidados de farmacos
inibidores da TR. Nestes ultimos anos, os analogos de nucleosideos e nucleotideos
aciclicos fascinaram os cientistas mostrando-se de grande interesse no tratamento de
doencas causadas por virus como o VIH, o Virus da Hepatite B (VHB), o herpes virus
(HV), entre outros, podendo ser utilizados como medicamentos antivirais (Tang et al.,
2007). Os farmacos analogos de nucleosideos inibidores da TR os NITRs, atuam na fase
de propagacdo viral e incluem farmacos como por exemplo o Adefovir, a Zidovudina, o
Tenofovir, 0 Abacavir, a Lamivudina, a Estavudina, a Emtricitabina, a Zalcitabina, e a
Didanosina e atuam atraves da sua incorporacdo no ADN viral levando ao término da
cadeia. Ao passo que 0s analogos ndo-nucleosideos inibidores da transcripase reversa, 0s
NNITRs, tais como a Nevirapina, o Efavirenz e a Delavirdina bloqueiam o potencial de
ligagdo da TR aos &cidos nucleicos do virus.

Os Inibidores da Protease, o IPs, atuam na fase de maturagéo viral e incluem o
Ritonavir, o Indinavir, o Darunavir, 0 Saquinavir, o Lopinavir, 0 Amprenavir, entre

outros. Estes farmacos impedem a reorganizagdo e maturacdo das particulas virais ao
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bloquear a protéase viral, uma enzima essencial a clivagem das poliproteinas virais gag e
gag-pol necessérias a maturacdo e transformacéo das novas particulas virais em virides
infetivos.

Os inibidores de fusdo, como é exemplo o Enfuvirtide, bloqueiam a fuséo do virus
com a membrana celular ao ligar-se ao envelope (gp41) do VIH-1 e subsequente impede
a entrada nas células do hospedeiro. Os inibidores de entrada, como o Maraviroc, ligam-
se aos recetores celulares CCR5, que se encontram a superficie da membrana celular,
impedindo a entrada do VIH na célula hospedeira (Naesens et al., 1997; Asahchop et al.,
2012; Bean, 2005; Famiglini e Silvestri, 2016).

3.9.1. Analogos Nucleosideos inibidores da TR - NITRS

Os NITRS foram as primeiras drogas utilizadas no tratamento do VIH. Estas
drogas sofrem fosforilagdo por parte de cinases celulares transformando-se na forma
farmacologicamente ativa dos NITRs, o anabolito trifosfato intracelular, o NITR-TP.
Apbs a fosforilacdo pelas enzimas intracelulares estes farmacos competem com 0s
nucleosideos naturais ligando-se ao sitio ativo da TR e depois incorporados pela prépria
TR no novo ADN viral. O NITR incorporado inibe o alongamento da nova cadeia de
ADN bloqueando assim o processo de propagacédo viral (Bean, 2005; Enomoto et al.,

2011). Neste estudo foram testados os seguintes NITRs:

3.9.1.1. Adefovir dipivoxil

O Adefovir (9- (2-fosfometoxoetil) adenina) (Figura 6) € atualmente utilizado
como medicamento prescrito para o tratamento de infe¢des pelo VHB e infe¢bes por virus
herpes simples humano (VHH). O Adefovir é também conhecido como PMEA e pode ser
também encontrado sob a sua forma de pré-droga, o Adefovir dipivoxil, designado por
bis-POM PMEA. O Adefovir foi considerado eficaz no tratamento do VIH, no entanto
mostrou ser demasiado nefrotdxico quando usado a longo prazo, sendo um tratamento
fracassado para o VIH ( Naesens et al., 1997; Hadziyannis et al., 2003; Sciences, 2011).
O Adefovir foi desenvolvido pela primeira vez no Instituto de Quimica Orgénica e
Bioquimica, Academia de Ciéncias da Republica Checa por Antonin Santo. O farmaco
Adefovil dipivoxil foi mais tarde desenvolvido com a marca Preveon pela Gilead
Sciences para o tratamento de VIH (Garreé et al., 2007). Depois de demonstrado como um
fracasso no tratamento do VIH o Adefovir dipivoxil é agora vendido para o tratamento
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de infecOes de hepatite viral B humana (VHB) sob a marca Hepsera (De Clercq, 2008;
Mulato e Cherrington, 1997).

Figura 6- Molécula Adefovir (adaptada de Pubchem, 15 agosto 2017).

A forma prd-droga de Adefovir, o Adefovir dipivoxil contém duas unidades de
pivaloiloximetilo. O nome quimico do Adefovir dipivoxil é 9- [2 - [bis [ ( pivaloiloxi ) -
metoxi] -fosfinil ] -metoxi ] etil] adenina. Com a formula molecular de C29H32NsOgP, um

peso molecular de 501,48 g mol, e uma férmula estrutural como se segue (Figura 7):
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Figura 7- Molécula Adefovir dipivoxil ( adaptada de Selleckchem, acedido a 15 agosto
2017).

3.9.1.2. Tenofovir

O Tenofovir € um antiviral, incluindo a sua forma pré-droga Tenofovir disoproxil
fumarato, sendo comercializado pela Gilead Sciences sob 0 nome comercial Viread, para
o tratamento da hepatite viral do tipo B cronica e VIH (aprovado pela FDA), este altimo
combinado com outros antivirais (Michailidis et al., 2009; Boyer et al., 2012). Tal como
0 Adefovir, este NITR foi também inicialmente sintetizado por Antonin Santo. O nome
quimico do antiviral Tenofovir é representada pela ITUPAC como [(2R) -1- (6-
aminopurina-9-il) propano-2-il] acido oximetilfosfonico, tendo como férmula quimica
CoH14N504P e com peso molecular de 287. g mol™, com a estrutura quimica representada
na Figura 8 (Hol e Rosenberg, 1989):
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Figura 8- Estrutura quimica da molécula de Tenofovir (adaptada de Hol e Rosenberg,
1989).

3.9.1.3. Zidovudina
O antiviral Zidovudina & um NITR utilizado no tratamento do VIH e atua como
bloqueador da cadeia de ADN na reacdo da TR, apds fosforilacdo intracelular em AZT
5’-trifosfato e, ap6s a remogdo do grupo difosfato, na incorporagdo de AZT 5’-mofosfato
na extremidade 3’ da cadeia de ADN viral. Apresenta-se com a férmula quimica
C10H13NsO4 e com peso molecular de 267.24 g mol™ e apresenta a estrutura quimica que

se segue na Figura 9 (Borroto-Esoda e Boone, 1991; De Clercq, 2004):

Figura 9- Estrutura quimica da molécula de Zidovudina ( adaptada de Selleckchem, acedido
a 15 agosto 2017).

3.10. Anélogos Nao-Nucleosideos Inibidores da TR (NNITRS)

Ambos, 0s NITRs e NNITRs, sdo antivirais que tém como alvo a TR, porém o seu
mecanismo de acdo é diferente. Os NITRs competem pela sua incorpora¢do no genoma
do virus, enquanto os NNITRs bloqueiam o alongamento de ADN complementar ligando-
se diretamente e ndo competitivamente a enzima. Estes ndo necessitam de fosforilacéo
intracelular para se tornarem ativos e inibirem a replicacéo viral. Os NNITRs sdo muito
benéficos no tratamento antiviral, pois a sua poténcia e tolerabilidade faz com que estes

ndo apresentem toxicidade nem resisténcia cruzada viral comparativamente aos NITRs
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(De Clercq, 2010; Das et al., 2012). O antiviral a seguir apresentado, foi o tnico NNITRs
testado neste ensaio.

3.10.1. Nevirapina

Nevirapina ¢ um farmaco NNITR aprovado em 1996 para o tratamento de
individuos infetados com VIH (Famiglini e Silvestri, 2016). Conhecido por Viramune®
e com a seguinte estrutura quimica (Figura ): 11-cyclopropyl-5,11-dihydro-4- methyl-6H-
dipyrido[3,2-b:2°,3°-f][1,4]diazepin-6-one. E representado com a férmula quimica

C15H14N4O e com peso molecular de 266.3 g mol™ e apresenta a estrutura quimica:

Figura 10- Estrutura quimica da molécula de Nevirapina (adaptada de Das et al., 2012).

O seu mecanismo de agdo é semelhante aos outros NNITRs ligando-se
diretamente a TR e bloqueando a atividade de polimerase provocando uma clivagem do

centro catalitico da enzima (De Clercq, 2004).

3.11. Inibidores da Protéase (IPs)

As protéases do VIH possuem uma funcdo essencial no ciclo de vida do VIH pela
clivagem das poliproteina precursoras gag e gag-pol que produzem proteinas e enzimas
essenciais a obtencéo de virides maduros. As IPs do VIH possuem mecanismos diferentes
dos NITRs, na medida em que a inibicao da protéase do VIH afeta diretamente as células
infetadas ao impedir a producdo de particulas virais infeciosas (Bean, 2005). Os dois

compostos da classe dos IPs, darunavir, indinavir, foram testados no presente estudo.

3.11.1. Darunavir

Darunavir € um inibidor da protéase do VIH. Este evita a replicacdo do VIH por
ligagdo ao centro ativo da enzima, evitando assim a dimerizacéao e a atividade catalitica
da protéase do VIH. O Darunavir é comercializado com o nome Prezista™ para o
tratamento de VIH, possui uma elevada barreira genética ao desenvolvimento de

resisténcias e € ativo contra varias estirpes de VIH. O Darunavir exibe-se na formula
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quimica C27H37N307S.C2HsOH com massa molecular de 593 g mol™? e apresenta a
estrutura quimica, podendo se observar a sua estrutura quimica na figura seguinte (Figura
): (Deeks, 2014; Menéndez-Arias, 2013; Ramsay et al., 2014)

Figura 11- Estrutura quimica da molécula de Darunavir (adaptada de Menéndez-Arias,
2013).

3.11.2. Indinavir

O Indinavir é outro IP, com capacidade de inibir a protéase do VIH, prevenir a
clivagem da poliproteina Gag-Pol, resultando em particulas virais imaturas ndo
infeciosas. O Indinavir é quimicamente conhecido (1(1S,2R),5(S))-2,3,5-Trideoxy-N-
(2,3-dihydro-2-hydroxy-1H-inden-1-yl)-5-(2-(((1,1-dimethylethyl)amino)carbonyl)-4-
(3-pyridinylmethyl)-1-piperazinyl)-2-(phenylmethyl)-D-erythro-pentonamide), em que a
sua formula quimica é C3sH47NsO4 com uma massa molecular de 613.7895 g mol™. A
sua estrutura quimica esta representada na Figura (De Clercq, 2004; Do Nascimento et
al., 2010):

Figura 12- Estrutura quimica da molécula de Indinavir (adaptada de De Clercq, 2004).
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3.12. Outros farmacos com atividade antiviral

3.12.1. Daclatasvir

Daclatasvir € um agente antiviral de acdo direta contra o virus da hepatite C (VHC)
usado para o tratamento da infecdo cronica do gendtipo 1 e 3. A Hepatite viral do tipo C
(HVC) é uma doenca hepatica infeciosa causada pelo VHC. O VHC é um virus de ARN
de cadeia simples que ¢é classificado em nove genotipos distintos, sendo o gendtipo 1 o
mais comum nos Estados Unidos e que afeta 72% de todos os pacientes com HVC
cronica. Também esta descrito que o Daclatasvir além de bloquear a sintese de ARN viral
intracelular interfere também na ‘assemblagem’ e egresso do virides in vivo. E
comercializado sob o nome de Daklinza e foi recentemente aprovado pelo FDA em julho
de 2015. A formula quimica de Daclatasvir € C40HsoNgOs € possui uma massa molecular
de 738,88 g mol™, apresentando seguinte estrutura quimica (Figura ) (Bunchorntavakul e
Reddy, 2015; Kayali e Schmidt, 2014):

Figura 13- Estrutura quimica da molécula de Daclatasvir (adaptada de Pubchem, acedido
a 15 agosto 2017).

3.12.2. Ciclosporina A

A Ciclosporina A € um agente imuno-supressor que tem sido sugerido como
antiviral para o VIH-1 atuando indiretamente ao limitar a ativacdo das células T, e
diretamente por interferéncia no processamento das poliproteinas de Gag, resultando na
producdo de particulas ndo infeciosas. A Ciclosporina A apresentasse pela formula
quimica Ce2H111N11012, com um peso molecular 1202.61 g mol™, e com a estrutura
quimica apresentada na Figura (Wiesinger e Borel, 1980; Matsuda e Koyasu, 2000;
Rizzardi et al., 2002):
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Figura 14- Estrutura quimica da molécula de Cyclosporina A (adaptada de Selleckchem,
15 agosto 2017).

3.13. Resisténcia antiviral

A resisténcia antiviral pode ser definida como uma modificacdo no virus,
significando que este ja ndo é suscetivel a droga habitualmente utilizada no tratamento
viral. A resisténcia antiviral decorre de alteracdes aleatdrias no material genético do virus
(o genoma) durante a replicacdo (Asahchop et al., 2012).

Até a data ndo existem outros estudos de resisténcia antirretroviral além dos
conhecidos para o VIH. Assim, utilizamos os conhecimentos obtidos para o VIH como
referéncia. Contudo, a resisténcia aos medicamentos antirretrovirais € muitas vezes
inevitavel devido a natureza propensa a erros da TR e a auséncia de uma funcao de revisao
da transcricdo (Roberts et al., 1988). No caso do VIH, a selecdo das estirpes resistentes a
droga é facilitada pela elevada taxa de eventos de recombinagdo mediadas pela TR e pelo
namero total de ciclos de replicacdo que ocorrem num individuo infetado. As mutacdes
associadas a resisténcia sdo localizadas na TR, ou seja, nos genes que codificam alvos
antirretrovirais, resultando na producdo de TR com modifica¢cdes na estrutura e na sua
fungéo (Das e Arnold, 2013a; Das e Arnold, 2013b; Spira et al., 2003).

Estas resisténcias podem ocorrer por: subtituicbes simples — SNV, Single
Nucleotide Variation - muta¢fes pontuais que resultam da substituicdo de um Unico
nucleotideo; insercdes e/ou delegdes — INDELs- também conhecidas por “frameshift”,
que sdo mutacOes decorrentes da adicdo ou remocdo de um ou mais nucleotideos,
respetivamente. As mutac6es pontuais podem ser defenidas em diversos tipos e envolver
alteracdes num Unico ou em varios nucleotideos. As mutagcdes podem ser silenciosas ou
sindnimas, missense ou ndo sindnimas, nonsense e frameshift. As mutac6es silenciosas
resultam da substituicdo de um par de bases por outro, que leva a formagdo de um codao

diferente, que continua, no entanto, a codificar o aminoacido original. N&o se observa
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qualquer alteracéo na funcao da proteina. As mutagdes missense resultam da substitui¢éo
de um par de bases por outro, levando & formacdo de um coddo que codifica um
aminoéacido diferente do original. Se o coddo obtido por mutacdo, no entanto, codificar
um aminodcido quimicamente semelhante ao original, ndo se vao detetar grandes
alteracOes na funcédo da respetiva proteina. Assim sendo, numa mutacao deste tipo, pode
obter-se uma proteina com funcdo alterada ou ndo. As mutacfes nonsense resultam da
substituicdo de um par de bases por outro, que leva a formacdo de um cod&o stop, a
terminacdo prematura da cadeia polipeptidica sendo a respetiva proteina — proteina
truncada — normalmente ndo funcional. MutagOes frameshift resultam de adi¢bes ou
eliminacGes de pares de bases que provocam desfasamento das frames obtendo-se uma
sequéncia de aminoacidos diferente da original a partir do local onde se deu a alteracédo
(Menéndez-Arias, 2009).

4. MATERIAL E METODOS

Os ensaios laboratoriais descritos no presente capitulo foram realizados

exclusivamente no Laboratorio Equigerminal, SA.

4.1. Modelos celulares

Os modelos celulares utilizados neste estudo foram as células Dérmicas Equinas
(ED) do tipo fibroblastico, e as células do tipo macrofagico de equino (EML). As células
ED ou NBL6 com a referéncia ATCC®CCL57™ foram obtidas da American Time
Culture Collection (ATCC). A linha celular EML, (equine macrophage-like) foi obtida a
partir de mondcitos extraidos do sangue periférico de cavalos (Carvalho et al., 2008).
Estas duas linhas celulares sdo do tipo aderente e necessitam de um método de dissociacdo
celular enzimatico para a sua propagacao. Para tal utilizamos a tripsina, uma enzima com
propriedade proteolitica que hidrolisa cadeias peptidicas nos radicais lisil-arginil
formando terminacgdes de clivagem éster e amida. Para que ndo ocorra a lise celular,
devido a inespecificidade desta enzima, a incubacéo celular com a tripsina deve ocorrer
apenas o tempo suficiente para destacar as células, devendo ser inativada imediatamente
através da adicdo de meio complementado com soro bovino.

As células foram propagadas em frascos T175 e incubadas a 37 °C e 5% de CO>
até uma confluéncia de 90-95%. O processo de passagem de celulas iniciou-se pela

remocao do meio de cultura seguido por duas lavagens com 10-15 mL de Dulbeco’s PBS
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(solucéo salina tamponada com fosfato sem sais inorgénicos) e dissociacao celular com
tripsina. A incubacéo da tripsina ocorreu até a libertacdo das células dos frascos. A
dissociacdo celular foi monitorizada através da visualizacdo das células ao microscopio
6tico (MO). As células ndo aderentes foi adicionado meio completo (MC). As células
foram passadas numa dilui¢do 1:2 ou 1:3 para um novo frasco. O MC foi composto por
DMEM (Hyclone), (DMEM/High glucose/Phenol Red with L-glutamine), suplementado
com 10% Soro fetal bovino (FBS) (Hyclone), 1% de Penicilina-Estreptamicina (Gibco,
Life Technologies), 20 mM de HEPES (Hyclone) e 1% de Glutamax (Gibco, Life
Technologies), uma solugdo do dipéptido L-alanil-L-glutamina a 200 mM. Apoés
passagem as células foram novamente incubadas a 37°C e 5% CO- e o procedimento de

passagem repetido para propagacao celular.

4.2, Estudos in vitro de infe¢do com VAIE

Neste estudo utilizamos a estirpe viral VAIEwyo obtida da ATCC com a
referéncia VR-778. Esta estirpe viral é relatada como sendo um virus patogénico
(Malmquist e Barnett, 1973), no entanto, quando replicada em células ED tem efeitos
citopaticos (CPE) muito ligeiros. O VAIEwyo foi adaptado as células ED durante varias
dezenas de passagens do virus de modo a permitir a producdo de grande namero de
particulas virais.

A infecdo de VAIE foi efetuada com 1 MOI (multiplicidade de infecdo) em meio
completo (MC). O meio de infecdo foi mantido por 3h a 37 °C e 5 % de CO2. Apos as 3
horas 0 meio de infecdo foi removido e adicionado meio fresco. Apds 5 a 7 dias foram
efetuadas recolhas de sobrenadantes para a quantificacdo viral através de um ensaio de
RT gPCR. As particulas virais obtidas e quantificadas foram aliquotadas e armazenadas
a-80°C.

4.3. Quantificacdo de particulas virais de VAIEwyo
A quantificacdo das particulas virais de VAIEwyo foi efetuada através do ensaio
RT-gPCR em tubo unico, utilizando a Superscript Il como Transcriptase Reversa (Life
Technologies), a supermix SsoFast ™ EvaGreen® (Bio-Rad) e sondas especificas para a
regido da pol do VAIEwyo. O protocolo RT-gPCR foi realizado de acordo com as
instrugdes do fabricante no equipamento CFX96 da Bio-Rad.
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Em paralelo e nas mesmas condigdes foi efetuada uma curva padréo obtida a partir
de 9 diluicBes seriadas de 10 vezes de um plasmideo controlo contendo um ndmero
conhecido de copias do gene pol, o plasmideo pCR4-VAIEp.. O nimero de cdpias do
gene pol foi obtido a partir da concentracdo de ADN deste plasmideo quantificado
previamente por yDrop (Thermo Scientific™ yDrop™ Plate). O calculo do nimero de
moléculas pL* em cada diluicdo da curva padréo foi obtida de acordo com a seguinte a
formula:

Xg/uL ADN

X 6,022E%% =Y molécul L
npares bases do plasmideo (bp) moléculas/p

Os calculos da curva padrdo foram obtidos através do programa do Bio-rad CFX

Manager 3.1.

4.4, Ensaios antivirais in vitro com varias drogas

Neste estudo foram avaliados vérios antivirais, aprovados pela FDA e EMA, tais
como Ciclosporina A (agente imunossupressor), Daclatasvir (inibidor da NS5A do VHC),
Darunavir (IP de VIH-1), Indinavir (IP do VIH-1), Adefovir dipivoxil (NITR), Tenofovir
(NITR), Zidovudina (NITR) e Nevirapina (NNITR).

As drogas foram dissolvidas em DMSO numa concentragdo stock de 100 mM. A
concentraces testes foram obtidas através de diluicdo seriadas em MC da concentracdo
stock. As células ED foram plagueadas em placas de 96 po¢os de modo a obter uma
confluéncia de 90-95% em 24 h-72 h. Quando confluentes as células foram pré-tratadas
com 1 e 10 uM das respetivas drogas durante uma hora em triplicados.

A infecdo das células foi efetuada com 3 MOI de VAIEwyo durante 2 horas e ap0s
o0 tratamento com a droga antiviral na presenca das mesmas. Apos as 2 horas de infecdo
o meio foi retirado e substituido por MC e drogas frescas, permanecendo incubadas
durante 20 dias. Pelo método RTgPCR foi possivel avaliar a replicacdo VAIEwvo € a
quantificacdo das particulas virais presentes nos sobrenadantes celulares dos dias 5, 10,
15 e 20 poés-infecdo. Para quantificacdo das particulas virais usou-se uma curva padrao
de ADN de um plasmideo de VAIEwyo conforme acima descrito. As amostras dos
sobrenadantes das diferentes drogas e as diferentes concentragdes foram testadas em

triplicados.
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4.5. Ensaios antivirais para determinacédo da CCsoe 1Csp

Células ED confluentes (90-100%) foram preé-tratadas com a respetiva droga com
as respetivas concentragdes em quintuplicados durante 1 hora. Como controlo de infegéo
utilizaram-se células sem tratamento com droga antiviral e sem infe¢do - a condicdo
Mock, e células infetadas com VAIEwyo e ndo tratadas com droga antiviral — a condigéo
NT. Apos pré-incubacdo com droga antiviral procedeu-se a infecdo com VAIEwyo
durante 2 horas, sendo a droga mantida durante a infecdo. Apoés a infecdo, foi removido
todo o sobrenadante, as células foram lavadas com DPBS e adicionou-se meio completo
fresco com as devidas concentragdes teste. Os ensaios de replicacdo viral foram efetuados
ao longo de 5 a 20 dias, acordo com o especificado para cada ensaio.

A replicagdo de VAIEwyo foi avaliada pela quantificagdo das particulas virais

obtidas no sobrenadante das células conforme especificado acima na sec¢éo 4.3.

45.1. Determinacgdo da ICso para o Adefovir dipivoxil (ADD)

A determinacdo da concentracdo inibitoria de 50%, ICso, do Adefovir dipivoxil
(ADD) foi efetuada em células ED de acordo com o descrito acima para 0s ensaios
antivirais.

A avaliacdo do efeito do antirretroviral na replicacdo viral VAIEwyo permitiu
determinar o valor ICsp de ADD. As células ED foram plaqueadas 24 a 48 horas antes
dos ensaios numa placa de 96 pogos (1x10°células/cm?). As células ED confluentes (90-
100%) foram lavadas duas vezes com DPBS para a remocédo de células ndo aderentes,
ficando prontas para iniciar o ensaio. As células ED confluentes foram incubadas com
150 uL de MC e pré-tratadas com diferentes concentracdes de Adefovir dipivoxil a partir
de um stock de 100 mM em 100 % DMSO (Selleckchem, Alemanha). O pré-tratamento
ocorreu durante 1 hora com diferentes dilui¢cdes seriadas de Adefovir dipivoxil: 10000;
5000; 2500; 1250; 625; 312.5; 250; 156.25; 78.13; 39.06, 19.53 e 0,01 nM. Foram
utilizados quintuplicados para cada diluicdo. Apos pré-tratamento procedeu-se a infecéo
com VAIEwyo a 1 MOI durante 2 horas. A droga foi mantida durante a infecdo. Tal como
especificado na seccdo 4.5 foram utilizadas duas condic¢Ges controlos, a condicdo Mock
e a condi¢do NT, células infetadas ndo tratadas. Apds infecdo, as celulas foram lavadas
com DPBS para remover os virus em solucdo e meio completo fresco com a respetiva
diluicdo de ADD foi adicionado em cada pogo correspondente. O nimero de particulas
virais mL™ de sobrenadante de células foi rastreado ao fim de 7 dias de incubagéo. Os
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sobrenadantes das células dos quintuplicados foram recolhidos numa ‘pool’ ¢ as
quantificacOes efetuadas conforme descrito na sec¢do 4.3 em triplicado atraves da técnica
RTgPCR. Os resultados obtidos foram analisados software Prism GraphPad Prism 6.05
utilizando a funcéo de quatro parametros (log (droga) versus resposta assumindo um

declive variavel.

4.6. Ensaios de viabilidade celular e/ou citotoxicidade

Nos testes de viabilidade celular utilizou-se o reagente PrestoBlue™, uma solucéo
a base de resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona-10-6xido). As células vivas
reduzem este composto para resafurina, processo que é acompanhado pela alteracdo da
coloracdo, a solucdo passa de azul a avermelhado, acompanhado com o ganho de
fluorescéncia. Por isso, medidas de fluorescéncia e/ou de absorbancia da solucéo ddo uma
indicacdo da atividade metabdlica celular e, consequentemente, da presenca de células
viaveis, quando comparados com uma solugéo controlo. A analise foi realizada no leitor
ELISA Multiskan Go (Thermo Scientific). A quantificacdo foi realizada pela medicao da
absorbancia com os filtros 530 nm (excitacdo) e 590 nm (emissdo). Os valores de
absorbancia sdo proporcionais ao numero de células viaveis presentes no meio.

Os ensaios de viabilidade celular permitem obter os valores de CCso, ou seja, a
concentracdo citotdxica que inibe 50 % do crescimento celular. As células foram
plaqueadas nas microplacas de 96 po¢os 24 a 48 horas antes do inicio dos testes até
atingirem uma confluéncia de 90-100 %. Depois de atingida a confluéncia desejada, as
células foram lavadas duas vezes com DPBS para a remoc¢do de células ndo aderentes.
Foram plaqueadas 1x10°células/cm? numa microplaca de fundo plano utilizando-se
quintuplicados para cada condi¢do. O nimero de células por mL foi obtido através da
contagem celular numa camara de neubauer. As células foram incubadas em meio
completo sem fenol red e o reagente PrestoBlue adicionado as culturas celulares no final
da incubacdo com a droga. No ensaio do PrestoBlue foram efetuadas as seguintes
condicGes controlo: o controlo MC com células - em que so6 foi adicionado meio completo
sem fenol red as células, e outro controlo MC - contendo apenas meio completo sem fenol
red e sem células. A incubagdo com o reagente PrestoBlue ocorreu durante 3 a 24 horas
a 37°C e 5%CO2 de acordo com as instrugdes do fabricante. Apos incubacdo os valores

de absorbancia foram determinados num leitor de ELISAs Multiskan Go.
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Todos os valores de absorbancia obtidos foram normalizados através da subtragdo
dos valores de absorbancia obtidos para o meio completo sem fenol red e sem células.

4.6.1. Determinacéo da CCso

Os estudos de citotoxicidade foram efetuados usando a mesma metodologia
descrita para os estudos de viabilidade celular, ou seja, através da utilizacdo do reagente
PrestoBlue. Nestes estudos de citotoxicidade foi determinada a CCso. Uma vez que as
drogas antivirais foram parcialmente dissolvidas em DMSO determinou-se também a
CCsp para 0 DMSO.

4.6.1.1. Determinagio da CCso do DMSO

Para determinacdo da CCso do DMSO utilizaram-se 16 concentragdes diferentes
de 3.949; 2.633; 1.755; 1.170; 0.780; 0.520; 0,347; 0.231, 0.154; 0.103; 0.068, 0.046;
0.030; 0.020; 0.014; 0.009 %. O DMSO foi diluido a partir de uma solucéo 100 % em
meio completo sem fenol. As diluicGes foram adicionadas a microplaca de 96 pocos
contendo células onde permaneceram em incubacgdo durante 8 dias huma camara humida
a37°Ceb%C02. Ao fim dos 8 dias a viabilidade celular foi avaliada através da adi¢édo
do reagente PrestoBlue™ (MolecularProbes, Invitrogen) e incubagdo durante 24 horas
numa camara himida a 37 ° C e 5 % C02. Apds as 24 horas a absorbancia foi lida a 570
nm num leitor ELISA Multiskan Go (Thermo Scientific). Os valores de absorbancia
obtidos foram normalizados, com remocdo dos valores de absorcdo basal do reagente
Prestoblue obtidos para a condi¢cdo controlo MC, numa incubagdo de 24 horas sem
celulas. Os valores normalizados foram analisados pelo software Prism GraphPad Prism
6.05.

4.6.1.2. Determinacdo da CCso de ADD em celulas ED

A CCso do ADD (Selleckchem, Alemanha) foi obtida através da analise de 11
concentragdes diferentes de: 2000 (2 %DMSO); 230.66; 153.77; 102.52, 68.34; 45.56;
30.37; 20.25; 13.50; 9.00; 6.00; 4.00 uM de ADD em quintuplicados para cada
concentragéo. As diluicGes seriadas foram efetuadas em MC sem fenol red e adicionadas
num volume de 150 pL nos respetivos pocos da microplaca 96 pogos, permanecendo em
incubacédo durante 6 dias numa camara himida a 37 ° C e 5 % C02. A viabilidade celular
foi avaliada de acordo com o descrito acima para a viabilidade celular e determinacéo de
CCso do DMSO.
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4.6.1.3. Determinacdo da CCso de ADD em células EML

A citotoxicidade do ADD (Selleckchem, Alemanha) foi testada em células EML
(10° células / cm?) em microplacas de 96 pocos. De modo semelhante ao descrito acima
para a determinagdo da CCso, as células EML foram tratadas com seis concentragdes
diferentes de 45.56; 68.34; 102.52; 153.77; 230.66 e 2000 puM de ADD. Estas
concentracdes foram obtidas a partir de diluices seriadas de um stock de 100 mM (100%
de DMSO) em MC. Apds tratamento as células permaneceram em incubacdo com esta
droga durante 7 dias numa camara humida a 37 ° C e 5 % C02. O calculo da CCx foi
efetuado com base nos valores de absorbancia obtidos no ensaio de viabilidade celular

com o reagente PrestoBlue, tal como acima mencionado na seccao 4.6.

4.7. Indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) dos antivirais foi obtido a partir do calculo da razdo

entre a CCsp e a ICso de acordo com a seguinte a formula:

CC
IS — 50
ICs,
4.8. Analise molecular do VAIE

4.8.1. Extragéo do ARN viral

A extracdo e purificacdo de ARN viral foi efetuada através do Kit PureLink™
Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen). O protocolo da extracdo e purificacdo foi
realizado de acordo com as instruces do kit. As amostras de ARN foram eluidas em
agua.

4.8.2. Amplificacdo e sequenciacdo de variantes genéticos

O gene da TR foi amplificado em particulas virais de VAIEwyo produzidas na
auséncia ou presenca de ADD. Para os estudos de resisténcia genética foram utilizadas
particulas virais obtidas de ensaios antivirais com 12, 24 e 33 dias de incubagdo com
concentragfes de ADD proximas da 1Cso.

Para o estudo da variagdo genética da TR foram utilizados 4 pares de sondas
especificas de forma o obter fragmentos de PCR sobrepostos (a vermelho na Figura ) de
todo o gene da TR (com um tamanho de 1,599 pb) com uma boa cobertura (‘coverage’).

Os 4 fragmentos de PCR foram denominamos de fragmentos A, K, P e EIB.
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Figura 15- Diagrama esquematico dos fragmentos de PCR amplificados para
sequenciacdo do gene da TR. (Fonte: CLC Genomics Workbench)

O fragmento de PCR A com 1345 pb cobre a regido 5’ da TR, o fragmento K com
um tamanho de 1639 bp cobre a totalidade do gene TR, no entanto devido ao facto da
qualidade de sequenciacdo de ADN nas regifes terminais 5’ e 3 dos fragmentos ser de
menor qualidade as sequencias deste fragmento foram maioritariamente utilizadas para
cobrir a regido intermeédia do gene da TR. O fragmento P com 1880 pb cobriu a regido 3’
da TR. Devido a grande importancia dos dominios da regido 3’ do gene da TR utilizou-
se também outro pequeno fragmento, o EIB, com 499pb, de modo a obter uma melhor
cobertura desta regiéo.

Os fragmentos de TR foram obtidos através de RT-PCR convencional num nico
tubo, utilizando as enzimas Superscript Il e Platinum Tag DNA polymerase (Invitrogen).
O protocolo de amplificacdo foi realizado de acordo com as instrugfes do fabricante.
Apo6s a amplificacdo dos fragmentos de PCR acima mencionados, o seu correto tamanho
em pares de base (pb) foi confirmado por eletroforese horizontal em gel de 0.8% de
agarose. Os fragmentos de PCR foram depois processados e enviados para sequenciacdo
por Sanger em regime de outsourcing na empresa Macrogen (Netherlands). A analise das
sequencias obtidas foi efetuada utilizando o software CLC Genomics Workbench (CLC

Bio, Qiagen)

4.8.3. Analise do efeito do ADD na variabilidade genética da TR

De forma a avaliar a predisposicdo do antiviral ADD a resisténcias procedeu-se a
analise comparativa das sequéncias genéticas obtidas para a TR do VAIE submetido a
pressdo do antirretroviral ADD, designadas como WYO ADD, com as sequéncias obtidas
para a mesma regido do VAIE ndo submetido a tratamento, designadas como WYO NT.

A informacdo detalhada das sequéncias da TR do WYO NT e WYO ADD obtidas
da sequenciacgdo por Sanger dos fragmentos A, K, P e EIB encontra descrita no anexo V

e anexo VI respetivamente.
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As sequéncias Sanger obtidas foram importadas para o programa CLC Genomics
Workbench de acordo com o manual de instruces. Para analise de sequéncias foram
utilizadas a ferramentas de trimming, procura de primers, entre outras. Para obter uma
cobertura semelhante do WYO NT e do WYO ADD forma analisadas 133 sequéncias de
WYO NT e 106 de sequéncias WYO ADD.

Foi efetuada a andlise de “#rimming” a todas as sequencias. Esta ferramenta
consiste no corte de secBGes de sequéncias obtidas com baixa qualidade. A sequéncia
cortada ou “trimmed” ¢ uma regido que ¢ ignorada quando sdo usadas outras ferramentas
de anélise de sequéncias, como exemplo de “assembly” (Figura ). Neste estudo, 0
“trimming” foi realizado com um nivel de qualidade de 0,01 de modo a obter sequéncias
de elevada qualidade. Quando mais baixo o nivel de qualidade utlizado no ‘trimming’
maior é a qualidade das sequéncias obtidas. O valor de ‘trimming’ aconselhado para a
maior parte dos casos é de 0.05, no entanto, de modo a identificar com seguranca 0s
variantes genéticos utilizamos um nivel de ‘trimming‘ mais exigente de 0.01.

Trim

CAGCACAGAGGTCATACTGGCATTCTGAACG
f

Figura 16- Exemplo da analise do ‘trimming’ numa sequéncia. (Fonte: Manual CLC
Genomics Workbench)

Apos o “trimming”, as sequéncias WYO NT e WYO ADD foram sujeitas a analise
em paralelo utilizando a ferramenta do CLC Genomics Workbench de ‘Assembly
sequences to reference’, OU Seja, fizemos a “assembly” das sequéncias obtidas de WYO
NT a sequéncia de referéncia do VAIE, o NC_001450. Em paralelo fizemos o mesmo
procedimento para as sequéncias obtidas para 0o WYO ADD. Depois de obtidas as duas
“assembly” utilizamos a ferramenta Track Tools de forma a converter as duas
assemblagens obtidas em ‘tracks’, uma para WYO NT e outra WYO ADD, ou seja, em
dois mapeamentos distintos.

Apos obtengdo dos mapeamentos para WYO NT e WYO ADD utilizamos a
ferramenta do CLC Genomics Workbench denominada ‘Resequencing Analysis’ e
utilizamos as seguintes funcGes desta ferramenta: a) a anélise de cobertura (coverage

analysis) da TR; b) a detecdo bésica de variantes (Basic Variant Detection) e c¢) anélise
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estatistica para zona alvo (creating statistics for Target region) para 0s mapeamentos
obtidos para WYO NT e WYO ADD.

A analise de cobertura, consiste no numero de leituras de sequéncias que
contribuem para uma certa regido da assemblagem. Esse nimero corresponde ao nimero
total de sequéncias analisadas para cada regido do gene da TR.

Para detecdo de variantes foi efetuada a detecdo bésica de variantes admitindo
uma ploidia igual a 8, (o valor maximo permitido pelo software) uma cobertura minima
da regido igual a 10 e uma frequéncia minima de 5 %. A analise foi realizada com base
no alinhamento total na zona de selecéo, contendo zonas antes e depois da TR, de forma
a utilizar o maior nimero de sequéncias obtidas. Apds esta analise foi efetuada uma
selecdo especifica, s6 para localizacdo da TR, e foi novamente analisado variantes. Foi
efetuada uma nova analise dos variantes filtrados da regido da TR, esta permite ter uma
maior sensibilidade e especificidade na andlise dos variantes. Os parametros utilizados
nesta analise foram iguais aos descritos anteriormente.

A analise estatistica da cobertura foi efetuada tendo como alvo a regido/gene que
codifica para a TR do mapeamento do WYO NT, bem como para o mapeamento WYQO
ADD. Nesta andlise estatistica utilizaram-se os parametros indicados por defeito, com
uma cobertura minima de 30 para a regido alvo.

Depois de obtidas as analises acima citadas foram criadas faixas com informacdes
- “track list” — de modo a representar sumariamente todas os dados obtidos.

Por Gltimo retirou-se a sequéncia de consenso obtida no mapeamento WYO NT e
WYO ADD e efetuou-se o alinhamento destas duas sequéncias consensos, permitindo
deste modo observar de um modo geral as diferencas entre as sequéncias consenso obtidas

nos dois mapeamentos do gene que codifica para TR.

4.8.4. Geracdo de um banco genémico de VAIE

Para a analise genética foi gerado um banco de sequéncias de VAIE obtido a
através do NCBI-GENBANK (NCBI-GENBANK- EIAV, 4 setembro 2017). Neste
banco genomico de VAIE foram incorporadas diferentes sequéncias provenientes de
genomas oriundos de ARN ou ADN proviral de estirpes adaptadas em laboratério, clones

moleculares ou isolados primarios. Estas sequéncias foram selecionadas de acordo com
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um tamanho, ou seja, apenas foram admitidas sequéncias com um tamanho superior a
7kb, de modo a obter apenas sequencias completas de VAIE.

As sequéncias obtidas foram catalogadas de acordo com: a) a sua origem
geografica, b) tipo de amostra da qual foi isolado, ou seja, ARN genémico, ADN
genémico ou ADN genomico proviral, ¢) laboratorio proveniente e d) publicacéo
cientifica associada.

O banco gendmico de VAIE e as analises genéticas foram efetuadas com o auxilio
do software CLC Genomics Workbench 10.0.1. No banco genémico de VAIE gerado
neste software foram guardadas todas as informacdes provenientes do Genebank, tal
como o numero de referéncia, o tamanho, o tipo de estrutura molecular, tipo de amostra
e origem da sequéncia.

A sequéncia de referéncia de VAIEwyo, 0 NC_001450, foi devidamente anotada
com as regides e dominios da TR (ver anexo 1), bem como com as anota¢Ges dos
fragmentos analisados neste estudo. Estas anotagdes foram efetuadas no CLC Genomics
Workbench utilizando as ferramentas de anotacdo de acordo com o manual (QIAGEN,
2017).

4.8.5. Alinhamento e arvore filogenética de sequéncias de VAIE

Foi efetuado o alinhamento de 47 sequéncias utilizando a ferramenta de
alinhamento de sequéncias do CLC Genomics Workbench. De seguida utilizamos a
ferramenta de “criacdo de alinhamento ou arvore filogenética” seguindo os passos do
tutorial (QIAGEN, 2017). Do alinhamento das sequéncias resultou uma sequéncia
consenso, uma sequéncia “artificial” Unica obtida a partir da informacao das sequéncias
alinhadas que reflete as zonas mais conservadas entre todas as sequéncias.

Com base no alinhamento das 47 sequéncias de VAIE com tamanho superior a
7kb foi criada uma arvore filogenética no formato de um filograma radial para o VAIE.
Neste filograma as sequéncias foram identificadas com diferentes cores de acordo com o
seu pais de origem. Recorreu-se a ferramenta de criacdo de arvores filogenética-
“Maximum Likelihood Phylogeny” e utilizou-se 0 método de Neighbor Joining para
construcdo das arvores filogenéticas. Este método é o mais adequado para arvores com
diferentes taxas de variabilidade genética. Para o parametro de medicéao da distancia dos
nucleotideos utilizou-se o definido por Jukes-Cantor (Jukes e Cantor, 1969), que assume
frequéncias iguais para as bases e para as taxas de substituicdo. Foi selecionado o

parametro de andlise da taxa de variacdo genética, que consiste na analise de taxas de
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substituicdo varidveis entre as zonas individuais nucleotideos no alinhamento e da
variacdo de taxa de incluséo de acordo com modelo descrito por Yang (Yang, 1994).
Foram utilizados os valores padrdo proposto pelo programa, para a taxa de variagdo com
o valor de 4 (nimero de taxa de substituicdo). No parametro estimado usou-se o valor de
1.0 proposto por defeito pelo programa. Este parametro foi estimado de acordo com o
principio de semelhanca maxima (Felsenstein, 1981). Por ultimo, foi feita a anélise
“bootstrap” que permite avaliar a confiabilidade das arvores realizadas pelo CLC
Genomics Workbench. O valor de bootstrap € incorporado a cada no, e esse valor é uma
medida de confianga na subarvore. O valor padrdo utilizado para bootstrap foi de 100
réplicas.

4.8.6. Mapeamento genético das sequéncias VAIE provenientes de

diferentes origens e locais

De modo a tornar visivel a variabilidade genética ao longo dos 7-8kb do genoma
do VAIE utilizamos a ferramenta de ‘Assembly to Reference sequence’. Assim, as 47
sequéncias de VAIE foram alinhadas a sequéncia de referéncia do genoma VAIEwvo,
NC_001450. De seguida utilizou-se a ferramenta ‘Track Tools’ de modo a gerar graficos
com faixas informativas -Track List- que contém toda a informacéo acerca da sequéncia
de referéncia com as anotacOes das regides, genes, proteinas, mapeamento de variantes,

“coverage ”, entre outras.
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5. RESULTADOS

5.1. Ensaios antivirais para o VAIE

5.1.1. Efeito de varios antivirais na replicacdo do EIAV

No presente estudo foi analisado o efeito antiviral de varios farmacos aprovados
pela FDA ou EMA, tais como os NITRs, Adefovir dipivoxil (ADD), Tenofovir, e
Zidovudina, Nevirapina (NNITRs), Indinavir e Darunavir (IPs VIH-1), Daclatasvir
(inibidor da NS5A do VHC) e Ciclosporina (agente imunossupressor) na replicacdo do
VAIE.

Da analise dos resultados, apresentados na figura 17, podemos constatar que o
ADD foi o antiviral mais eficaz no bloqueio da replicacdo de VAIE. Com uma dose Unica
de tratamento desta droga, na concentracdo de 1uM, aos dias 5, 10, 15 ou 20 p.i néo
foram encontradas particulas virais, demonstrando - se uma diminuicio drastica de 108
particulas virais mL-1 (p.v/mL) para O p.v/mL. No entanto, na concentracdo 10 uM foi
detetada a presenca de particulas virais em 1 de 3 triplicados do dia 5 e do dia 15 p0s-
infecdo (p.i). Foram detetadas 10 p.v/mL ao dia 5 p.i. e 100 p.v./mL ao dia 15. Nos
restantes triplicados do dia 5, 10, 15 e 20 ndo foram encontradas quaisquer particulas
virais. As diferencas observadas entre as células ndo tratadas e as infetadas foram
estatisticamente significativas para p <0.001.

Também foi observada uma diminuicao significativa na replicagdo do VAIE na
presenca do Tenofovir e Zidovudina na concentracdo de 10 uM. Ao dia 15 e 20 p.i. 0
numero de particulas virais/mL condigio ndo tratado (NT) foi de 10 p.v/mL ao passo que
na condicdo na condigio Tenofovir e Zidovudina a 10 uM foi 10° p.v/mL.

Os antivirais IPs também apresentaram um efeito significativo na replicacdo de
VAIE. Na presenca do antirretroviral Darunavir na concentracéo de 10 uM apds 15 dias
p.i. observou-se uma diminuicdo significativa da replicacdo viral de 108 para 10°
particulas virais mL™. Também aos 15 dias p.i o antiviral Indinavir al0 pM diminuiu
significativamente a replicagdo viral de 10® para 10* particulas virais mL™.

Quanto ao antiviral Daclatasvir (inibidor da NS5A do VHC), observou-se uma
auséncia de particulas virais ao dia 5 p.i com 1 pM. Esta inibic&o so foi observada ao dia
5 p.i, mas ao fim dos 20 dias p.i ndo foi verificado qualquer efeito significativo deste
antiviral na replicagdo do VAIE. Por ualtimo, ndo foi observado qualquer efeito
significativo na replicagdo do VAIE na presencga do antirretroviral Nevirapina (inibidor

ndo nucledsido da transcri¢do reversa) e ciclosporina a (agente imunossupressor).
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Figura 17- O Adefovir dipivoxil mostrou ter atividade antiviral contra o VAIE. Células
equinas da derme infetadas com VAIE foram tratadas com Adefovir Dipivoxil, Tenofovir,
Nevirapina, Zidovudina, Darunavir, Indinavir, Daclatasvir ou ciclosporina A em 1 ou 10 uM até
20 dias apos a infecdo. As amostras foram rastreadas para o nimero de particulas virais/ml de
sobrenadante de cultura de células utilizando técnicas de RTgPCR. O painel A mostra o efeito
dos antivirais inibidores da TR (nucleosideos ou ndo nucleosideos) na replicacdo viral do VAIE.
O painel B mostra os efeitos de antivirais inibidores da protéase (Darunavir e Indinavir) bem
como do Daclatasvir e Ciclosporina A. A quantificacdo das particulas virais foi obtida duma curva
padrdo com R? 0.950, Eficiéncia 119% conforme indicado no anexo II).

5.1.2. Efeito do Adefovir dipivoxil (ADD) na replicacdo de VAIE

Os resultados acima apresentados mostraram que de todos os antivirais testados
o ADD é o que possui a mais elevada atividade antirretroviral contra o VAIE. Deste

modo, de seguida determinamos a ICso deste antiviral.

5.1.2.1. Determinacéo de ICso do Adefovir dipivoxil
Para uma melhor avaliacdo do efeito desta droga sobre a replicagéo viral do
VAIEwyo, em células ED, foi determinada a concentracéo necessaria de ADD para inibir
50 % da atividade da replicacao viral (ICso). Para tal, foi efetuada uma curva padréo de
um plasmideo de VAIE, (ver anexo Ill) com valores estatisticamente significativos, um
R? 0.994 e Eficiéncia 96.56%, permitindo assim a quantificacio das particulas virais

produzidas.
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A figura 18 mostra o efeito do Adefovir dipivoxil na replicacdo viral em células
ED infetadas com VAIEwyo ao fim de 7 dias de infe¢do. Os resultados analisados pelo
software Prism utilizando a funcdo de quatro pardmetros (log (droga) versus resposta
assumindo uma inclinacdo variavel) tornaram possivel a determinacdo da ICso. Nestas
condigdes a ICso obtida para o ADD foi de 3.383 nM. Os valores obtidos foram
estatisticamente significativos com 29 graus de liberdade, um R? de 0.9917 e um declive
de Hill de 0.4492.

Adefovir dipivoxil- IC,,
VAIEyye - 7 dias em células ED

5.0x10%-
4.0x10%4

3.0x10%

1C5(=3.383 nM

2.0x10%

Particulas virais/mL

por RT-qPCR

1.0x10%

0.0x10*2C- T — v ]
102 100 102 104

Log of Drug conc (nM)
Figura 18- O efeito do Adefovir dipivoxil na replicacéo viral VAIEwyo em células ED ao fim
de 7 dias de infec@o. Curva dose resposta do efeito da concentracdo do ADD na replicacdo viral

apos 7 dias de infecdo determinada por técnicas de RT-gPCR. A curva dose resposta tornou
possivel a determinacdo de uma ICso de 3.383 nM.

5.1.2.2. Determinacao da ICso de Adefovir dipivoxil (ADD) ao longo do
tempo

De forma a avaliar o efeito de uma dose Unica de ADD ao longo do tempo foi
avaliado o valor da ICsp ao longo do ciclo de replicacdo do VAIEwvo, ou seja, aos dias
12, 24 e 33 pos infecdo (p.i). As condicGes deste ensaio foram semelhantes as indicadas
acima para determinacdo 1Cso do ADD ao fim de 7 dias de infe¢do. Foi efetuada uma
curva padréo para o célculo das particulas viral mL? de sobrenadante que obteve uma
eficiéncia 72,7% e R? de 0.993 (ver anexo 1V).

A figura 19 podemos observar o efeito de uma dose Unica de ADD na replicagdo
viral em células ED com VAIEwyo apds 12, 24 e 33 dias de infe¢do. O valor de ICso
obtido ao dia 12 foi de 20.01 nM como se pode ver na figura 19 A. Os dados apresentados
foram estatisticamente significativos e obtidos com 20 graus de liberdade, um R? de
0,9904 e um declive de Hill de 0.1680. Ao dia 24 p.i o valor de ICsp foi de 13.29 nM
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(Figura 19 B) e dados obtidos com 21 graus de liberdade, um R? de 0.9999 e com um
declive de Hill de 0.04274. Ao fim dos 33 dias de p.i o valor de ICso obtido foi de 13.34
nM (Figura 19 C) com 22 graus de liberdade, um R? de 0.9997 e um declive de Hill de

0.06602.
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Figura 19- O efeito do Adefovir dipivoxil na replicacéo viral VAIEwyo em células ED ao
fim de 12 (painel A), 20 (painel B) e 33 (painel C) dias de infe¢do. A curva dose resposta do
efeito da concentracdo do Adefovir dipivoxil na producéo de particulas virais determinou uma
ICso de 20.01 nM ao fim de 12 dias (A) de 13.29 nM ao fim de 20 dias (B) e de 13.34 nM ao fim
de 33 dias de infecéo (C).
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5.1.3. Determinacdo CCso do Adefovir dipivoxil (ADD) em células ED

Para determinacédo da citotoxicidade calculamos a CCsq do ADD em células ED
através da avaliagdo da viabilidade celular com diferentes concentragbes de
antirretroviral.

A figura 20 mostra a curva dose resposta de ADD na viabilidade das células, sob
pressdo de diferentes concentragdes de ADD durante 6 dias. O ensaio de viabilidade
celular determinou em células ED um valor de CCsp para 0 ADD de 141. 80 uM. Os
valores obtidos foram estatisticamente significativos com 55 graus de liberdade, um R?
de 0.9602 e um declive de Hill de 2.427.

Adefovir dipivoxil- CCgy CélulasED
6 dias apos tratamento

CCgp=141.8 MM

Viabilidade cdular
Absorvandia (570 nm)

10° 10t 102 103 104 10°%
L og da concentragdo dedroga (mM)

Figura 20- Citotoxicidade (CCsp) do Adefovir dipivoxil em células ED. Curva de dose
resposta de viabilidade das células ED na presenca de diferentes concentragdes de ADD. O valor
da CCs obtida para o ADD foi de 141.80uM de ADD, em células ED ao fim de 6 dias.

5.1.4. Determinacdo CCso do Adefovir dipivoxil (ADD) em células
Macrofagicas-EML

De seguida avaliamos a citotoxicidade em células do tipo macrofagico, EML, e
determinamos a CCsp do ADD nestas células.

A figura21 mostra a curva dose resposta do efeito da pressao da droga durante 7
dias na viabilidade das células EML tratadas com diferentes concentragdes de ADD. Os
resultados foram analisados pelo software Prism utilizando a fungo de quatro parametros
(log (droga) versus resposta assumindo um declive variavel. Os ensaios de viabilidade

celular mostraram que a CCso da droga foi 207. 10 uM. Os resultados obtidos foram
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estatisticamente significativos e obtidos com 25 graus de liberdade, um R? de 0.9895 e
um declive de Hill de 17.08.

Adefovir dipivoxil- CCqj célulasEML

7 dias apos tratamento
0.301
0.254

0.204

Viabilidade Celular
Absorvancia (570 nm)
o
=
n

0.104

CC=207.1 MM
0.054

0.004

1015 102 1025 108 1035

Log da concentragio da droga (mM)

Figura 21- Citotoxicidade (CCsp) do Adefovir dipivoxil em células EML. Curva de dose
resposta de viabilidade das células EML na presenca de diferentes concentragcbes de ADD. O
valor de CCso obtido para o ADD foi de 141.80uM, em células EML tratadas durante 7 dias.

5.1.4.1. Determinacéo da CCso do DMSO em células ED
Sendo o0 DMSO um excipiente do antirretroviral utilizado neste estudo foi
necessario avaliar a viabilidade das células ED na presenca de DMSO durante 8 dias. A
figura22 apresenta a curva de dose de resposta das células ED sob pressdo do DMSO. Os
resultados demonstraram uma CCso para 0 DMSO de 3.04 %. Os resultados foram
estatisticamente significativos e obtidos com 58 graus de liberdade, um R? de 0.9739 e
um declive de Hill de 0.3172.

CCy, DMSO
8 dias apos tratamento

CCyy=3.04%

Viabilidade celular
Absorvancia (570 nm)
°

017 Log da conc. DMSO (%)

Figura 22- Avaliagdo da citotoxicidade do DMSO nas células ED — Determinacgéo da CCs.
Curva de dose resposta de viabilidade das células ED na presenca de diferentes concentragdes de
DMSO. O valor de CCso para 0 DMSO foi de 3.04 % em células ED e 8 dias de incubacéo.
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5.2. Determinacao do Indice de seletividade Adefovir dipivoxil
Os valores obtidos da CCso e ICso permitiram o calculo do indice de seletividade
(IS) do ADD. Como € demonstrado na figura 23 o IS foi de 41.915,5 quando consideradas
a CCso e ICso encontradas para o dia 7 de incubacdo em células ED. Este indice foi
bastante elevado o que da uma grande margem de seguranca para prosseguirmos 0s

estudos deste farmaco como um potencial antiviral.

CCso (M) | 1Cs (M) | IS (UM)
141,8 0,0034 | 41.91550

Figura 23- indice de seletividade do ADD. Valores de CCso, ICso € IS do antirretroviral ADD
contra o VAIE em células ED.

5.3. Analise de variantes genéticos da TR sob pressdo do
Adefovir dipivoxil (ADD)

A andlise de variantes genéticos da TR sob pressdo do ADD foi conseguida
através da amplificacéo de 4 fragmentos de PCR sobrepostos da TR do VAIEwyo tratado
e ndo tratado com ADD. Estes 4 fragmentos sobrepostos de TR possibilitaram a cobertura
total do gene da TR do VAIE. Nesta analise genética foi utilizado como controlo o

VAIEwyo néo tratado, que designamos por WYO NT.

5.3.1. Andlise da cobertura de WYO NT

A cobertura (“coverage”) do gene da TR do controlo WYO NT ¢ analisado com
maior detalhe na figura 24. Nesta figura apresentamos um quadro resumo que indica que
apenas 119 sequéncias foram selecionadas com uma cobertura média de 48.6 do gene TR
e regides 5’ e 3’ flanqueadoras. Ao passo que regido alvo analisada, o gene da TR, com
um tamanho total de 1599bp, contou com um total de 86,059 bases mapeadas, uma
cobertura média de cada base de 77.67 vezes, com uma especificidade de 90.25 %.
Atraveés da andlise da cobertura minima verificou-se que 100% das posi¢fes na regido
alvo foram cobertas pelo menos 10 X, 97.50% das posi¢Oes foram cobertas 20X, e 79.80

% das posic¢des na regido alvo foram cobertas 40X.
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Cobertura minima (%)
Cobertura | N°Sequéncias i Jilusiy) eEles Bases Especificidade
- total das base mapeadas na 10x | 20x | 30x | 40x
Média | dacobertura | .- e (%)
regides alvo | mapeadas | regido alvo
|WYO NT 48,6 119 1,599 86,059 71,67 90.25 100,00| 97,50 | 94,00 | 79,80

Figura 24- Analise da cobertura das 119 sequéncias para WYO NT. A regido alvo (gene TR)
com um comprimento total de 1599 bp, obteve uma cobertura média 77.67 vezes. A anélise da
cobertura minima mostrou que 79,8 % das posicOes foi abrangida pelo menos 40 X.

5.3.2. Andlise da cobertura de WYO ADD

Para 0 WYO ADD, a andlise da cobertura (“coverage”) contou com 106
sequéncias e uma cobertura média de 40,6 (Figura 25). Da analise da cobertura para a
regido alvo, o gene TR, foi obtida uma cobertura média de 64,96. O que indica que as
bases da regido alvo foram mapeadas num total 64.96 vezes, com uma especificidade de
84.27 %.

A analise da cobertura minima demonstrou que 100 % das posic¢des na regido alvo
se encontraram cobertas pelo menos 10 vezes, 99.19% das posicdes foram cobertas no
minimo 20 vezes, 43.96 % das posi¢Oes alvo apresentaram cobertura minima de 40 vezes.

Os valores de cobertura obtidos de VAIEwyo ADD foram semelhantes aos obtidos
acima para o VAIEwyo NT, com a exceg¢do da cobertura minima de 40X que foi superior
no WYO NT.

Cobertura minima (%)
. Bases
.. Comprimento | Total de
0

Cob(?rt_ura N°Sequéncias total das base mapeadas | Especificidade 10x | 20x | 30x | 40x

Média da cobertura " na (%)

regides alvo | mapeadas »
regido alvo

|WYO ADD 40,6 106 1,599 77,08 64,96 84,27 100,00 99,19 | 85,00 | 4396

Figura 25-Andlise da cobertura das 106 sequéncias para WYO ADD. Através de um
comprimento total de 1599 bp da regido alvo (TR), obteve-se uma cobertura média de 40.6,
mapeada 64.96 vezes para a regido TR, com uma especificidade de 84.27 %. A analise da
cobertura minima de 43.96 % das posi¢oes foi abrangida com pelo menos 40 bases.

5.3.3. Variabilidade genética do VAIE wyo NT

A analise da variabilidade genética do VAIEwyo néo tratado foi avaliada através
da “assembly” a sequéncia de referéncia NC-001450 de 133 sequéncias obtidas na
condicdo de WYO NT, ou seja, células infetadas VAIEwvo h& mais de 15 dias p.i. e ndo
tratadas com o antiviral. Depois de alinhadas as 133 sequéncias foi efetuada a selecéo da
zona alvo da TR. Destas, apenas 119 sequéncias contribuiram para a analise de cobertura

e de variantes. A figura 26 apresenta a analise da assemblagem da regido selecionada, na
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forma de “track list” gerada no CLC Genomics Workbench. A “track list” permite
visualizar de forma global a “assembly” das sequencias, as anotagdes das regioes, dos
dominios, a cobertura e os variantes.

Da analise da figura 26 é possivel verificar o mapeamento de 119 sequéncias
WYO NT (Figura 26 (C)) para o0 gene da TR. No painel (M) da figura 26 ¢é possivel
observarmos uma cobertura elevada de toda o gene da TR e uma cobertura mais baixa
para as regides que flanqueiam a TR, o gene da Protease na regido 5’ e o gene DUTPase
na regiao 3’.

A andlise béasica da detecdo dos variantes das regides sequenciadas (Figura 26 (F)),
contendo a gene da TR e regides flanqueadoras 5’ e 3°, permitiu detetar 50 variantes.
Destes 50 variantes, 30 encontram-se no gene da TR e 20 estdo localizados fora do gene
da TR. Estando 14 variantes localizados na Protease e 6 variantes na DUTPase. Dois dos
variantes da Protease foram encontrados no sitio ativo da protéase e do dominio RVP.

No gene da TR os variantes detetados foram os seguintes:

— dominio RT_like com 14 variantes, sendo 2 deles no sitio ativo da RVT-1;
— dominio RVT_Thumb com 3 variantes;

— dominio RVT_connect com 7 variantes;

— zona entre 0s dominios RVT_connect e RNase_H_like com 2 variantes;

— dominio RNase_H_like com 4 variantes.

Esta analise basica de variantes demonstrou uma grande variabilidade da regido

do gene pol do VAIEwyo NT, ou seja, ndo sujeito a tratamento antiviral.

5.3.4. Analise detalhada dos variantes da TR - VAIE wyo NT

De seguida foi efetuado um filtro para analise detalhada dos variantes do gene da
TR. Neste filtro foram apenas selecionados variantes com uma frequéncia > 5 %, uma
qualidade superior a 20 e com valor minimo de cobertura de 10. Depois de aplicado este
filtro apenas 16 variantes foram detetados para o gene TR. Destes 16 variantes genéticos
14 foram variantes nucleotideos simples (VNS), uma dele¢do e uma inserc¢éo.

Através da analise de variantes conseguimos identificar o alelo variante em
relacdo ao alelo de referéncia e o nimero de fragmentos ‘contaveis' que suportam o alelo

analisado.
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Desta analise ressaltam dois VNS com uma frequéncia de 100%: o VNS que
resulta duma substituicio de uma Timina por uma Adenina, T> A, no dominio
RVT_thumb e na posi¢do 1368; e um outro que resulta duma substituicdo de uma timina
por uma citosina, T> C no dominio RVT_connect e posicdo 1639. Estes dois VNS
apresentam uma qualidade média de 49.50 (T> A) e 50.46 (T> C) e ndo resultam em
qualquer alteracdo nos aminoacidos, ou seja, representam variagdes silenciosas.

Seis (6) dos restantes VNS apresentaram uma frequéncia <23 % que podem ser
analisados em pormenor na figura 27.

Além de VNS foram também encontradas deleces e inser¢oes.

Uma delecdo de uma adenina (A) em relacdo a referéncia na posi¢do 1646 no
dominio RVT_connect, apresentando uma frequéncia de 6.67 %, uma cobertura de 15 e
com valor minimo de forward/reverse de 0.00. Esta dele¢do provoca uma mutagédo de
“frameshift” dando origem a um aminoacido Glutamina (GIn) na posicéo 549 da TR (ver
anexo VIII).

Também no dominio RNase_H_like foi encontrada uma insercéo de uma adenina
(A) entre posicdo 2142 e 2143 em relacdo a referéncia. Esta insercdo foi analisada com
uma cobertura de 45, uma frequéncia de 8.89 %, um valor minimo de forward/reverse de
0.00 e uma qualidade média de 30. A insercdo de uma adenina (A) provoca uma mutacao

de “frameshift” dando origem a um aminoacido Glicina (Gly) na posicao 716.
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Figura 26- “Track list” do alinhamento das sequéncias WYO NT com a sequéncia de referéncia. Sequéncia consensos VAIE NT (A); Regido TR (B); “Coverage”
Cobertura maxima de 66 sequéncias na regido da TR (C) e Alta e baixa cobertura (M); Alinhamento das 119 sequéncias VAIEwyo NT (E); 50 Variantes da zona de
sele¢do (F); Dominios da TR: RT_like (H), RVT-1 (I); RVT_Thumb (J), RVT_connect (K), RNase_H_like (G) e Locais ativos: RVP e RVT-1 (L).
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Posicdodo | . Base . - . Altera_geflodaregiéo «
Variante na Tu_)o e N preseilte .na Alelo N° de  |Cobertura do| Frequéncia| Valor minimo Qua!l@de Regidio da TR- Domifios codlflfaqte da Altfera(/;ap e
Regido variante sequzinm_a alelos alelo doalelo |Forward rewverse| média sequenAma.de aminoacidos
referéncia referéncia
837 VNS 1 C T 12 20 60.00 0.42 47.25 RT like €.636C>T *
880 VNS 1 G A 3 38 7.89 0.00 43.33 RT like C.679G>A p.Glu227Lys
1173 VNS 1 A T 15 42 35.71 0.47 48.53 RT Like e RVT-1 C.I972A>T * p.Lys324Asn
1215 VNS 1 G A 3 42 7.14 0.00 49.75 RT _Like e RVT-1 c.1014G>A *
1297 VNS 1 A G 37 41 90.24 0.16 4738  RT_Likee local ativo RVT-1 ¢.1096A>G * p.Met366Val
1353 VNS 1 G A 34 56 60.71 0.38 46.44  RT_Likee local ativo RVT-1 €.1152G>A *
1417 VNS 1 T C 5 50 10.00 0.00 2320  RT_Likee local ativo RVT-1 €.1216T>C p.Trp406Arg
1543 VNS 1 A G 32 49 65.31 0.50 49.50 RVT _thumb C.1342A>G * p.lled48Val
1569 VNS 1 T A 54 54 100.00 0.50 50.46 RVT _thumb C.1368T>A *
1840 VNS 1 T C 37 37 100.00 043 43,57 RVT _connect €.1639T>C *
1847 Delecdo 1 A 2 45 4.44 0.00 26.00 RVT _connect ¢.1646delA p.GIn549fs
1944 VNS 1 A G 2 39 5.13 0.00 52.00 RVT_connect €.1743A>G
1956 VNS 1 T G 16 53 30.19 0.19 48.94 RVT _connect C.1755T>G *
2006 VNS 1 G A 10 44 22.73 0.20 40.70 Regido Trancriptase reversa .1805G>A p.Argo02Lys
2344 Insercao 1 A 4 45 8.89 0.00 30.00 RNase_H_like 2142 2143insA  p.Gly716fs
2354 VNS 1 A G 36 39 92.31 0.36 43.36 RNase H_like €.2153A>G * p.Tyr718Cys

Figura 27- Analise dos variantes filtrados para o gene TR de WYO NT. Foram detetados 16 variantes, 14 dos quais sdo variantes nucleotideos simples, com
uma delecdo e uma inser¢do. Com 100% de frequéncia existem dois variantes nucleotideos simples T> A no dominio RVT_thumb (posi¢do 1368) e um T> C
no dominio RVT_connect (posi¢do 1639), ndo apresentado alteracdo nos aminoacidos. A delecdo de um alelo (A) foi detetada na posicdo 1646 no dominio
RVT connect com uma frequéncia 6.67 %, provocando uma mutagdo de “frameshift” no aminoacido Glutamina (GIn). A insercdo de um alelo (A) entre posicao
2142 e 2143 no dominio RNase_H_like com uma frequéncia de 8.89%, provoca uma mutagdo de “frameshift” no aminoécido Glicina (Gly).
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5.3.5. Variabilidade genética VAIEwyo ADD

A variabilidade genética do VAIEwyo ADD foi analisada através da “assembly”
de 119 sequéncias de WYO ADD a sequéncia de referéncia do VAIE NC-001450. Tal
como efetuado acima para a analise genética do WYO NT, foi efetuada uma selecéo da
regido alvo, o gene da TR. Destas 119 apenas 106 sequéncias de WY O ADD foram usadas
para a anélise de cobertura e de variantes do gene da TR.

A figura 28 mostra a andlise de “assembly” da regido selecionada para TR, na
forma de “track list”. Na analise da “track list” ¢ possivel observar que com as 106
sequéncias WYO ADD obtivemos uma cobertura maxima de 60 (Figura 28 (C)) para a
regido da TR. Na analise do painel (M) da figura 28 verificamos que ocorreu uma
cobertura elevada no inicio e no final da regido da TR e uma baixa cobertura na zona a
montante da TR.

Da anélise basica da dete¢do dos variantes (da zona selecionada contendo a regido
da TR), foram detetados 51 variantes, em particular na regido do dominio RVT_thumb
(Figura 28). Destes, 44 encontram-se na regido da TR, 4 variantes localizam-se antes da
regido da TR (2 variantes para a mesma posicao) e 3 variantes localizam-se fora da regido
da TR.

Na regido da TR evidenciam-se 0s seguintes variantes:

— dominio RT_like com 16 variantes, sendo 1 deles no local ativo da RVT-1;
— dominio RVT_Thumb com 15 variantes;

— dominio RVT_connect com 5 variantes;

— entre os dominios RVT_Thumb e RVT_connect com 2 variantes;

— dominio RNase_H_like com 4 variantes.

5.3.6. Analise detalhada dos variantes do gene TR - WYO ADD

A semelhanca do que foi efetuado para 0 WYO NT foi aplicado um filtro aos 44
variantes do gene da TR. Destes apenas 25 variantes apresentaram uma frequéncia >5%,
uma qualidade superior a 20 e um valor minimo de cobertura de 10X.

Dos 25 variantes filtrados (Figura 29), 11 sdo VNS, 12 s&o delegdes e 2 sdo
insercdes. Atraves do filtro de variantes conseguimos identificar o alelo variante em
relacdo ao alelo de referéncia e o nimero de fragmentos ‘contaveis' que suportam o alelo

analisado. A analise dos variantes identificou 5 VNS com uma frequéncia entre os 80 e
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100% (n° fragmentos/cobertura). Destes 5 VNS, 2 variantes sdo missense, variagdes ndo
sindnimas, que induzem altera¢cdes nos aminoacidos das proteinas. O VNS A> G no
dominio RT_Like, posicdo 1096, resulta na alteracdo uma Metionina (Met — M) por uma
Valina (Val —-V), enquanto que o segundo variante no dominio RNase_H_like, posicéo
2153, causa a troca de uma Tirosina (Tyr — Y) por uma Cisteina (Cys — C)

Da anélise comparativa entre as variagdes genéticas do WYO NT e do WYO
ADD, verificamos que existem variantes comuns. Estes variantes estdo assinalados com
(*). A maioria dos variantes da condicdo WYO ADD resulta de delecbes e apresentam
baixa frequéncia. No entanto existem outros variantes com frequéncias significativas
acima dos 25%.

Da analise da regido do dominio RVT _thumb ressaltam 7 delecbes com
frequéncia entre 0s 9 e 34 % que soO foram identificadas no WYO ADD e ndo na condi¢éo
WYO NT. Foram identificadas duas regides da TR que parecem possuir mais variagoes
quando comparadas com o WYO NT, sdo elas os dominios RVT thumb e o
RVT _connect.

Analisando de uma forma global podemos constatar que dos 25 variantes WYO
ADD, 10 correspondem a variantes comuns entre WYO NT e os restantes 15 sdo novos
variantes. A figura 29 mostra uma analise pormenorizada dos variantes existentes em
WYO ADD.
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Figura 28- “Track list” do alinhamento das sequéncias WY O tratatdo com Adefovir dipivoxil (WYO ADD) com a sequéncia de referéncia. Sequéncia
consensos VAIEwvo ADD (A); Regido TR (B); “Coverage” Cobertura do gene da TR (C) Identificacdo de regides de elevada e baixa cobertura (M);
Alinhamento/mapeamento das 106 sequéncias de VAIEwyo ADD (E); 51Variantes da zona de selecdo (F); Dominios da TR: RT _like (H), RVT-1 (l);
RVT_Thumb (J), RVT_connect (K), RNase_H_like (G) e Locais ativos: RVP e RVT-1 (L).
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e _ Base o \{al_or _ Altera_gzjio da regiao )
Variante na Tlpo de e preserjte na Alelo |N° de alelos Cobertura | Frequéncia| minimo Qua!ltz_lade P s T B s codlflf:an_te da Alt_era(,;a_o de
Regiéo variante sequtinCI_a do alelo do alelo Forward/ média sequerlma_de aminoacidos
referéncia reverse referéncia
764 VNS 1 C T 6 21 28.57 0.50 50.83 RT_Like c.636C>T *
843 Insercéo 1 - T 4 43 9.30 0.00 42.75 RT_Like c.714_715insT p.Val240fs
861 Insercéo 1 - T 4 44 9.09 0.00 24.00 RT_Likee RVT-1 €.732_733insT p.Ser245fs
1100 VNS 1 A T 9 41 21.95 0.33 35.89 RT_Likee RVT-1 C.972A>T * p.Lys324Asn
1127 Delegéo 1 C - 3 41 7.32 0.00 32.67 RT_Likee RVT-1 €.999delC p.Pro334fs
1142 VNS 1 G A 2 36 5.56 0.00 46.00 RT_Likee RVT-1 c.1014G>A *
1224 VNS 1 A G 33 33 100.00 0.39 51.42 RT_Likee RVT-1 ¢c.1096A>G * p.Met366Val
1280 VNS 1 G A 36 36 100.00 0.44 50.08 RT_Like e RVT-1 c.1152G>A *
1344 Delegéo 1 T - 4 35 11.43 0.00 13.00 RT_Like e RVT-1 c.1216delT p.Trp406fs
1395 Delegéo 1 T - 2 32 6.25 0.00 22.00 Regido Trancriptase reversa €.1267delT p.Leud23fs
1470 VNS 1 A G 8 12 66.67 0.00 54.62 RVT_thumb C.1342A>G * p.lle448Val
1470 Delegéo 1 A - 4 12 33.33 0.00 26.25 RVT_thumb c.1342delA p.lle448fs
1479 Delegéo 1 T - 4 32 12.50 0.00 20.25 RVT_thumb €.1351delT p.Leu4d51fs
1487 Delegéo 1 A - 4 32 12.50 0.00 25.25 RVT_thumb ¢.1359delA p.Lys454fs
1496 VNS 1 T A 33 33 100.00 0.39 47.64 RVT_thumb Cc.1368T>A *
1504 Delegéo 1 C - 3 33 9.09 0.00 18.67 RVT_thumb c.1376delC p.Thr459fs
1517 Delegéo 1 T - 4 32 12.50 0.00 18.25 RVT_thumb €.1389delT p.Leud64fs
1524 Delegéo 1 T - 3 32 9.38 0.00 21.67 RVT_thumb €.1396delT p.Leu466fs
1540 Delegéo 1 T - 4 32 12.50 0.00 30.00 RVT_thumb c.1412delT p.Trp472fs
1558 Delecéo 1 A - 2 35 5.71 0.00 21.00 Regido Trancriptase reversa ¢.1430delA p.Glu479fs
1617 Delegéo 1 A - 3 40 7.50 0.00 12.00 RVT_connect €.1489delA p.Asn497fs
1767 VNS 1 T C 39 39 100.00 0.49 46.51 RVT_connect c.1639T>C *
1883 VNS 1 T G 20 41 48.78 0.00 43.30 RVT_connect c.1755T>G *
2140 VNS 1 C A 3 53 5.66 0.00 52.00 RNase_H_like c.2012C>A p.Thr671Asn
2281 VNS 1 A G 34 42 80.95 0.35 47.82 RNase_H_like Cc.2153A>G * p.Tyr718Cys

Figura 29- Anélise dos variantes filtrados para a regido TR do WYO ADD. Foram detetados 25 variantes, 11 dos quais séo variantes nucleotideos simples,
com 12 delegdes e 2 inser¢des. Dos 25 variantes, 10 variantes sdo comuns a0 WYO N. Os variantes ndo comuns ao WYO NT encontram-se entre os dominios

RVT _thumb e RVT_connect.
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5.3.7. Alinhamento das sequéncias consenso de WYO NT com WYO ADD

Do mapeamento “assembly” das sequéncias obtidas WYO NT e WYO ADD com
a sequéncia de referéncia foi possivel obter uma sequéncia consenso para ambas as
condic¢des. Com o objetivo de comparar as sequéncias obtidas com/sem tratamento com
antirretroviral realizou-se o alinhamento das sequéncias consenso. A figura 30 mostra que
existe 18 conflitos, 11 na sequéncia consensos WYO ADD e 7 conflitos na sequéncia
consensos WYO NT. Dos 18 conflitos, 10 sao conflitos comuns entre as duas condigdes,
como por exemplo o conflito no dominio RT_Like da posicdo 388 (WYO ADD) e 387
(WYO NT) da TR, de um nucleotideo de ambiguidade “W” (Anexo VII).

Para além dos conflitos partilhados existem 5 conflitos adicionais na sequéncia
consenso do VAIEwyo ADD, um destes localiza-se na posi¢ao 632 do dominio RT_Like
e os restantes distribuem-se entre as posicdes 767 e a 828, inclusive, do dominio
RVT_thumb. J& para a sequéncia consenso do VAIEwyo NT, existem 2 conflitos
adicionais, estando um deles localizado no dominio RT_like (posicdo 567) e um outro
entre os dominios RVT_connect e RNase H_like.

Todos os conflitos foram analisados através de parametros de analise, como a
cobertura, frequéncia, dominio e posicéo do conflito em relacdo a regido, estes podem ser
observados na figura 31.
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AEETACERCGCGHYRRECACATACTRRRERCARTATTICTEACH

{1 [dd 14 []]
RT like ﬁ"’““
TR CONSENSUS WYO NT GGG.“I“.I““I.'GG“-GGIGI"I IGGGGIV-G.Gmﬂl-lcllllllﬁlllﬂlﬂcﬁ_.-ﬁl.ﬂlllﬂlﬁllllllll-m-—lllll GUN
CNA ccA GAAAAATATCAGAA!

‘ Il [Tk
Sequence logo. GCGCCAAAAATTCCTCAATGCCCACTCACTAACCAGAAACTACAAGGCCC AAACACATACTCCMACACTATTCTCAGACCCAMAATATCACAAGCTkGTCACAATAATCCTTATAATTCACCCATATTT|GTAATAAMA
RT like
e B N |
TR CONSENSUS Y0 ADD BGEGGTETGCRERETGGRGCTTATTRRARCETRTCAGGHRTTANRERARAEAC TARARCTRCCAREGCARATATRERCAGCATTCRETRARRECCCRGGATTART TRRATCTERERARATCARTCTATTRCATATTCGHGET 286
RT like

RT like i

RT like

GTGGGAAGTAATGG

RVT_thumb
IIIGI-IG-IIGGI-GII-IIIIIG-IIHG-GG_G-IIIIIIIII

GTAATTTGGACCGAACAG

RVT_connect

e ——— "> ————>>— e
TR CONSENSUS wyo ADD BGENERTERTGEGREGETTERRERTCRTRERGCGTIANRATATIATAETREACERCRECRNRTGITRTGIGEGGITGRERT TERANNRNRT TATGAGGERRNTTATCITATENASRARTRANNACCRRTRATATCGGERCGTR 1001
onnect

coneratog, [T

Sequence logo ACAAA
RVT_connect

TR CONSENSUS WY0 ADD BEEEGET
RVT_conne

e e e ————— —  ——
TR CONSENSUS WYO NT WEBEGET IETGERGCRTERTERGGGRTGGTNARNAGTANERRAT I TARTGY T ARTGY TCREERETGYGGUARNAGHRNGTAN TARTAGHG TEGGRERRTGN WGNTTABGCTEREAT T TARNARAGACRRBGIBRNGEGG 1143
Comensus AAAAGATTATGAAGGCTAATAAGGGATGGTCAACAGTAAAAAATTTAATGTTACTGTTGCAACATGTGGCAACAGAAAGT CGTTTAAGGTACCATTTACCAAAGAGCAAGTAATGTGG

sequence logo AARAGAT TATGAAGGCTAATARGGGATCGTCAACAGTAAAARATTTAATGTTACTGTTGCAACATGTGGCAACAGAARGTAT TACTAGAGT AGGAARATGT CCAACGTTTAAGGTACCAT TTACCAAAGAGCAAGTAATGTGG

RVT_connect i°"""' RNase_H_like
[re———— . ]
TR CONSENSUS WYO ADD G-lIGIIII-GClIGGIII-l-KIGG--lG-I CTATATEEAEATEANCTRCT TRATCATCATNCCRCRATCERATTCCTECARCERENTERATRACCARTARRNATATANARTCATGCCCCRRRANNARATCG 1287
RVT_connect it RNase H like

TR CONSENSUS WYO NT G-llcIIIIIIGCIIGGIII-I-KIGG--IGI“

HEGIIGGOGGI““““IGG 1286
AA

Sequence logo. CAAATCCAA AATCAAATTCCTACAACAACC

RNase H_like

TR CONSENsUS Y0 ADD BGEEGGEETEGERCETTATGTCARERCTRATGGCRCAARTANANACARARCGTTECCARRTCTRARTRATRARGTTCATCRRRCEATCCRRNTERANATGCRATTACAGCATARRACECETRARNARC TRERTATACTRERTG 1430

RNase H like

ATGGTATTATTC TGGCTCCC

TR CONsENsUS wyo NT BGEEGGEETEGEEG!
Consensus AGAAGGA.

TETCTCEREACTEATCCCRCRERT
TATGTGACCAGTAATGGGAGAACT

CEBBECGTTECCARRTCTRANTEA BETCCEARTRNRBATGCEBTTACACCATRRRACACRTANANARC TRRATATACTRRENG 1429

CAAACAATGCCAATACAAATGG CA GGATACCAGAGATAAACAAGTAA

=,
conerati [l
s

sequence logo ACAAC TGTGACCACTAATGC GTTACCACCTCTCAC AGAATCGCCAATACA;
w

TR CONSENSUS wy0 ADD BB T BN TATNGINGGARREETEY TARACHRGGRTTACCT T TACARCC ARG TRETTGGNCCRRTAT AR ARAREE AT ARCACRRRRRCACATACTITANTNCRRECCCTARRTGGYNARNNNCGGRTRNRNGCE 1573

RNase H_like ﬁ
TR CONSENSUS WYO NT BTHEGH GETGCREREATATTREACARGCATTAGGTITRCABCCANEREREACTRETTCCTGGERTATAR l-- BCABABACHCATAGT’ IISIIIGGG-GGI-IICSCIIIIRIGGI 1572
AA

Consensus AT, CACAAAGTCCTTGG
100

coaratin |}

Sequence logo. ATACTTATTATTCTTCGAAAAATATTACACAACCATTAGGTTTACAACCACCACAAACTCCTTGGTCGCCTATAATACAAAATATACCACAAAAACACATACTTTATTTTCCTTCCCTACCTCCTCACAAAGCGATAT TGCT

RNase H like
TR CONSENSUS WYO ADD MGCEBCATCANCEEC] 1600

RNase H_like

TR CONSENSUS WYO NT -I==Icc=ﬂllcllc=6= 1599
C

Consensus AA

100

Py
()

Sequence logo AA

Figura 30- Alinhamento das sequéncias consensos WYO NT com WYO ADD com
anotacdo dos conflitos observados nas duas sequéncias.
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SEQUENCIA

TIPO

REGIAO
TR

REGIAO
POL

PARAMETROS DE ANALISE

DOMINIO

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

51

636

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'Y'; /Coverage=26; /C frequency (count)=0.77
(20); /T frequency (count)=0.23 (6); /Reference
position=764

RT_like

TR CONSENSUS WYO ADD

Insertion

130

715

/Length=1; /Reference position=842843

RT_like

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

388

973

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'W'; /Coverage=41; /A frequency (count)=0.78
(32); /T frequency (count)=0.22 (9); /Reference
position=1100

RT_like

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

632

1217

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'T'; /ICoverage=36; /gap frequency (count)=0.11
(4); IT frequency (count)=0.89 (32); /Reference
position=1344

RT like

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

758

1343

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'G'; /Coverage=32; /gap frequency (count)=0.13
(4); /G frequency (count)=0.72 (23); /Reference
position=1470

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

767

1352

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'T'; /Coverage=32; /gap frequency (count)=0.13
(4); IT frequency (count)=0.88 (28); /Reference
position=1479

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

775

1360

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'A'"; ICoverage=32; /gap frequency (count)=0.13

(4); /A frequency (count)=0.88 (28); /Reference

position=1487

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

805

1390

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'T'; /Coverage=34; /gap frequency (count)=0.12
(4); IT frequency (count)=0.88 (30); /Reference
position=1517

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

828

1413

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'T'; /ICoverage=34; /gap frequency (count)=0.12
(4); IT frequency (count)=0.88 (30); /Reference
position=1540

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

1171

1756

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'K'; /Coverage=41; /G frequency (count)=0.49
(20); /T frequency (count)=0.51 (21); /Reference
position=1883

RVT_connec

t

TR CONSENSUS WYO ADD

Conflict

1569

2154

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'R'; /Coverage=46; /A frequency (count)=0.22
(10); /G frequency (count)=0.78 (36); /Reference
position=2281

RNase_H_lik

e

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

51

636

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'Y'; /Coverage=22; /C frequency (count)=0.36
(8); /T frequency (count)=0.64 (14); /Reference
position=837

RT_like

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

387

972

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'W'; /Coverage=42; /A frequency (count)=0.64
(27); IT frequency (count)=0.36 (15); /Reference
position=1173

RT_like

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

567

1152

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'R'; /Coverage=56; /A frequency (count)=0.61
(34); /G frequency (count)=0.39 (22); /Reference
position=1353

RT_like

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

757

1342

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'R'; /Coverage=54; /A frequency (count)=0.39
(21); /G frequency (count)=0.59 (32); /Reference
position=1543

RVT_thumb

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

1170

1755

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'K'; /Coverage=53; /G frequency (count)=0.30
(16); /T frequency (count)=0.70 (37); /Reference
position=1956

RVT_connec

t

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

1220

1805

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'R'; /Coverage=54; /A frequency (count)=0.19
(10); /G frequency (count)=0.81 (44); /Reference
position=2006

TR CONSENSUS WYO NT

Conflict

1568

2153

/Conflict resolution =Ambiguity nucleotides called
'R'; /Coverage=42; /A frequency (count)=0.14
(6); /G frequency (count)=0.86 (36); /Reference
position=2354

RNase_H_liki

e

Figura 31- Conflitos existentes nas sequéncias consensos WYO NT e para WYO ADD.
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5.4.

Variabilidade genetica de populacdes de VAIE

5.4.1. Alinhamento de sequéncias VAIE com origem geografica diferente e

diferentes isolados primarios e de laboratdrio

Neste estudo foram analisadas 47 sequéncias genémicas de VAIE com um

genoma superior a 7 kb. Utilizamos a estirpe NC-001450 como sequéncia de referéncia.

Na figura 32 podemos visualizar uma tabela com a informacéo relevante das sequéncias

analisadas, tais como a referéncia da Genebank ou NCBI, tamanho, acidos nucleicos -

ARN ou ADN — a partir dos quais foram obtidas as sequencias, tipo de amostra, a sua

origem geogréfica, nome da estirpe, publicacéo e autor.

N°REFERENCIA

GENEBANK TAMANHO|ESTRUTURA AMOSTRA ORIGEM NOME PUBLICAGAO AUTOR
1{NC_001450 8359 bp ARN linear ARN genémico USA NCBI Sequéncia de Referéncia 11-03-2010 [Petropoulos, CJ
2|AB008196 7896 bp ARN linear ARN genémico Japdo V70 01-09-2000 | Zheng,YH (2000)
3|AB008197 7913 bp ARN linear ARN genémico Japdo V26 01-09-2000  |Zheng,YH (2000)
4|AF016316 8282 bp ADN linear ARN genémico USA Vuk Vuk 24-02-1998  |Cook, FR (1998)
5|AF028231 8216 bp ADN linear ADN genémico proviral |USA (Arlington) pl9/wenv16 23-06-1998  |Payne, SL (1998)
6|AF028232 8229 bp ADN linear ADN genémico proviral [USA (Arlington) p19/wenv17 23-06-1998  |Payne, SL (1998)
7|AF247394 8249 bp MARN linear  |mARN proviral USA (Washington) |WSU5 17-11-2000  [McGuire, TC (2000)
8|AF327877 8235 bp ADN linear ADN genémico proviral |China (Lianoning) |Liaoning 22-12-2006 | Tu, YB (2007)
9|AF327878 8266 bp ADN linear ADN genémico China vaccine 22-12-2006 | Tu, YB (2007)

10[AR790275 8258bp ADN linear ADN genémico China 17-01-2006 _[Shao,Y (2006)
11/M87581.1/EIACGIP |8196bp sSARN linear  |ARN genémico USA (Maryland) 11-06-1993  |Perry,ST(1992)

12| M16575.1/EIAVCG|8407bp sSARN linear |ARN genémico USA (Maryland) Clone 1369 e 409-2 26-09-1985  |Chiu,IM (1985)
13|GU385353 8255 bp ADN linear ADN genémico proviral |China FDDV-5 08-02-2011  |Wang, X (2011)
14|GU385354 8255 bp ADN linear ADN genémico proviral _|China FDDV-6 08-02-2011  |Wang, X (2011)
15|GU385355 8258 bp ADN linear ADN genémico proviral |China FDDV-2 08-02-2011  |Wang, X (2011)
16|GU385356 7549 bp ADN linear ADN genémico proviral [China FDDV-15-4 08-02-2011  |Wang, X (2011)
17|GU385357 8174 bp ADN linear ADN genémico_proviral _[China FDDV-7 08-02-2011  |Wang, X (2011)
18|GU385358 8254 bp ADN linear ADN gendmico proviral |China FDDV-8 08-02-2011  |Wang, X (2011)
19|GU385359 8255 bp ADN linear ADN genémico proviral _|China FDDV-9 08-02-2011  |Wang, X (2011)
20/GU385360 8254 bp ADN linear ADN genémico proviral |China FDDV-10 08-02-2011  |Wang, X (2011)
21/GU385361 8255 bp ADN linear ADN genémico proviral |China FDDV3-8TM 08-02-2011  |Wang, X (2011)
22|GU385362 8237 bp ADN linear ADN genémico proviral [China LN-1 08-02-2011  |Wang, X (2011)
23|GU385363 8237 bp ADN linear ADN genémico proviral |China LN-3 08-02-2011  |Wang, X (2011)
24|GU385364 8237 bp ADN linear ADN genémico proviral _[China LN-4 08-02-2011  |Wang, X (2011)
25/GU385365 8237 bp ADN linear ADN genémico proviral |China LN-5 08-02-2011  |Wang, X (2011)
26|HM141909 8233 bp ADN linear ADN genémico proviral _[China DV3-5 11-04-2011  |Wang, X (2011)
27|HM141910 8233 bp ADN linear ADN genémico proviral _[China DV10-3 11-04-2011  |Wang, X (2011)
28|HM141911 8239 bp ADN linear ADN genémico proviral |China DV35-20 11-04-2011  |Wang, X (2011)
29|HM141912 8236 bp ADN linear ADN genémico proviral |China DV117 11-04-2011  |Wang, X (2011)
30(HM141913 8277 bp ADN linear ADN genémico_proviral _[China DLV3-A 11-04-2011  |Wang, X (2011)
31|HM141914 8249 bp ADN linear ADN genémico proviral _[China DLV7-18 11-04-2011  |Wang, X (2011)
32|HM141915 8256 bp ADN linear ADN genémico proviral _|China DLV8-2 11-04-2011  |Wang, X (2011)
33|HM141916 8260 bp ADN linear ADN gendmico proviral |China DLV10-19 11-04-2011  |Wang, X (2011)
34|HM141917 8262 bp ADN linear ADN genémico proviral |China DLV19-9 11-04-2011  |Wang, X (2011)
35|HM141918 8224 bp ADN linear ADN genémico_proviral _[China DLV15-16 11-04-2011  |Wang, X (2011)
36|HM141919 8233 bp ADN linear ADN gendmico proviral |China DV31-2 11-04-2011  |Wang, X (2011)
37|HM141920 8240 bp ADN linear ADN genémico proviral _|China DLV2-6 11-04-2011  |Wang, X (2011)
38|HM141921 8264 bp ADN linear ADN genémico proviral _|China DLV5-10 11-04-2011  |Wang, X (2011)

39| HM141922 8240 bp ADN linear ADN genémico proviral |[China DLV9-7 11-04-2011 _ |Wang, X (2011)
40|HM141923 8227 bp ADN linear ADN gendémico proviral |[China DLV18-8 11-04-2011  |Wang, X (2011)
41|JX003263 8208 bp ADN linear ADN gendmico proviral |Japdo (Misaki horse)|Miyazaki2011-A 04-11-2012  |Dong, J (2012)
42|JX480631 8254 bp ADN linear ADN genémico proviral |lIrelanda F2 19-11-2012  |Quinlivan, M (2012)
43]|JX480632 8275 bp ADN linear ADN genémico proviral _|Irelanda F3 19-11-2012  |Quinlivan, M (2012)
44|JX480633 8272 bp ADN linear ADN genémico proviral |Irelanda F4 19-11-2012 _ |Quinlivan, M (2012)
45|JX480634 8266 bp ADN linear ADN genémico proviral |lIrelanda H3 19-11-2012  |Quinlivan, M (2012)
46| KM247554 7841bp ADN linear ADN genémico proviral [Italia 02-02-2016  |Capomaccio,S (2014),
47|KM247555 7841bp ADN linear ADN genémico proviral |Italia 02-02-2016  |Capomaccio,S (2014),

Figura 32- Sequéncias VAIE selecionadas na base de dados publica — NCBI-Genbank.
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O alinhamento das sequéncias acima descritas foi efetuado pelas ferramentas de
alinhamento do CLC Genomics Workbench, descritas no material e métodos, e 0s
resultados sdo apresentados na figura 33. Este alinhamento esteve na base da arvore
filogenética apresentada na figura 35 e pode ser visualizado em detalhe no anexo IX.
Devido ao elevado tamanho do genoma do VAIE e elevado nimero de variantes
encontrados a analise do alinhamento torna-se complexa.

Para facilitar a analise e visualizacdo destes variantes genéticos efetuamos de
seguida um mapeamento das 46 sequéncias a sequencia de referencia, criando de seguida
tracks com a anotacGes desejadas e gerando uma ‘track list’ apresentada na figura 34 de

modo a poder visualizar as regides, genes e variantes genéticos em estudo.

1,000 2,000 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000
1 1 | | | 1 |

NC_001450
AB008196
AB008197
AF016316

AF028231
AF028232
AF247394

AF327877
AF327878
AR790275
EIACGIP -
EIAVCG

EIU01866
GU385353
GU385354
GU385355
GU385356
GU385357
GU385358
GU385359
GU385360
GU385361
GU385362
GU385363
GU385364
GU385365
HM141909
HM141910

HM141911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
JX003263 -

JX480631

JX480632

JX480633

JX480634

KM247554
KM247555
Consensus

100:

consenaver._ Y] LA

ooooo

Figura 33- Alinhamento das sequéncias de VAIE. O alinhamento das sequéncias de VAIE com
a sequéncia NC_001450 de referéncia permitiu identificar quais as zonas consenso e 0s variantes
existentes.
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5.4.2. Mapeamento e sequéncia de consenso do VAIE

A “track list” da Figura 34 permitiu uma melhor visualizagdo do mapeamento da
de todas as sequéncias e dos variantes reportados para 0 VAIE no genebank. Permitiu
também observar em paralelo as regifes do genoma, o enquadramento dos fragmentos
em estudo e analise de variantes genéticos para regides especificas.

Na analise de variantes genéticos do VAIE total identificamos 4561 variantes, dos
quais 706 sdo localizados na TR.

Quando analisada a regido alvo da TR observamos uma maior variabilidade, na
regido 3’ do dominio RT_Like, no dominio RVT_thumb e na regido 5’ do dominio
RNase_H_like. O dominio RVT_thumb quando comparado com os outros dominios da
TR é aquele que possui maior variabilidade.

Da analise global do mapeamento e track list verificamos que o gene pol é dos
genes mais conservados do genoma de VAIE. No gene pol as regiées onde se acumularam
mais variantes sdo a regido 5’ da pol, correspondendo a regido de frameshift gag-pol e
protéase. Identificamos também que as regides que codificam para as proteinas acessorias
tat e S2 e envelope (Env) sdo as regides do VAIE que apresentam uma maior variabilidade
genética. Além destas regibes também o promotor 3’ LTR apresentou uma grande
variabilidade genética.

Como resultado deste mapeamento foi possivel obter uma sequencia de consenso
para o VAIE.
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Figura 34- “Track list” da analise comparativa do alinhamento das sequéncias de VAIE com a sequéncia de referéncia.
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5.5. Arvore Filogenética de VAIE
A figura 35 mostra uma arvore filogenética para o VAIE. Nesta arvore foi possivel
identificar 4 grandes “cluster” e respetivas distancias filogenéticas. Esta arvore

filogenética foi suportada por um valor de “bootstrap” de 100.

ST6TYINH
HM141916

60255359

CU3gs 354

AFO28231
\AF028232
GU385355 b
lA;247;?quAVCC
1AB008197

CU3Bs3IS4

385>

o,
W,
K

HVI4"9
HM141904

/ ky/
5 ,506[2!\'\

HM141919

0.300

Pais

Wcamna rianpa WomAua - [lloario lusa

Figura 35- Filograma radial de VAIE com distribuicdo geogréafica diferente.

Os “cluster” encontrados encontraram-se fortemente associados a distribuigéo
geografica de origem do VAIE. Assim obtivemos o “cluster” que agrupa todas as
sequéncias provenientes da China; o “cluster” do Japdo bem destacado e ocupado apenas
por uma sequéncia; o “cluster” da Europa que agrupa todas as sequéncias provenientes
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da Irlanda e Italia; e o “cluster” do USA-Japdo. O “cluster” da China apresenta uma
distancia da raiz de 0.093, o dos USA-Japéo encontra-se a 0.113 da raiz, o das Europeias
com 0.124 ¢, por ultimo com uma distancia de 0.143 o “cluster” do Japao.

O Unico “cluster” que contém sequéncias de VAIE provenientes de diferentes
regides geogréficas é o “cluster” USA- Japdo. A figura 36 mostra com detalhe este
“cluster” que agrupa sequéncias oriundas dos USA e do Japdo. Com a ampliacdo deste
ramo verificamos que duas estirpes japonesas, correspondentes as estirpes V26 e V70,
estdo localizadas no mesmo ramo que as americanas. A0 passo que uma terceira estirpe
proveniente do Japdo, a JX003263, se encontra muito distante estabelecendo um novo
cluster isolado.

Neste “cluster ” dos USA-Japéo ha duas estirpes norte americanas que se destacam
das restantes, as estirpes com a referéncia AF028231 e AF028232, com uma distancia de
0.05 e 0.08, respetivamente, em relagdo ao no deste “cluster”. Estas duas estirpes séo
estirpes patogénicas obtidas de um isolado primario de Wyoming ndo adaptado in vitro.
As restantes estirpes americanas encontram-se mais proximas a uma distancia de 0.006

do n6 e com distancia do sub-n6 na ordem dos 0.004.

AFO28231

AF028232

AF016316

NC_001450
M87581.1/EIACGIP
M16575.1/EIAVCG

AF247394

AB008196

AB008197

0.025

Pais

[ cHINA Il 'RLANDA [ ITALIA M sario M usa

Figura 36- “Cluster” ampliado com a representagdo das estirpes do Japdo e dos USA.
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A figura 37, mostra a ampliacdo do ramo Europeu onde é possivel observar o
“clustering” das estirpes europeias provenientes da Irlanda e Italia. As estirpes Italianas

encontram-se com uma distancia de 0.006 em relacéo as Irlandesas 0.004.

0.025

Pais

[ cuNnAe I RANDA W orTALIA - [llJario [l usa

Figura 37- “Cluster” ampliado com a representacdo das estirpes da Italia e da Irlanda.
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6. DISCUSSAO

6.1. Ensaios Antivirais

Neste estudo apresentamos pela primeira vez o efeito de varios antirretrovirais na
replicacdo do VAIE e demonstramos que o Adefovir dipivoxil (ADD), um NITR, é o
candidato mais promissor para terapia antiviral de VAIE. O ADD além de possuir uma
ICso na ordem de concentracdes nanomolares possui também um excelente indice de
seletividade.

Os NITR Tenofovir e Zidovudina em concentracbes de 10 puM também
demonstraram ter um efeito significativo na inibicdo da replicacdo VAIE. Além dos NITR
também os antivirais inibidores das protéases (IPs) Darunavir e Indinavir, em
concentrag0es de 10 pM, demonstraram ter um efeito significativo na inibicdo da
replicacdo do VAIE. No entanto, outros antivirais, como a Ciclosporina e Nevirapina, ndo
apresentaram qualquer efeito na inibicdo da replicacdo do VAIE.

O valor da ICso do ADD em dose Unica obtido nas células ED aos 7 dias p.i foi de
3.383nM, ao passo que aos 12 dias p.i foi 20.01 nM, aos 20 dias p.i foi de 13.29 nM, e de
13.34 nM ao fim de 33 dias de infe¢do, sem reposicdo do antirretroviral.

A 1Cso obtida para o dia 12 foi superior & obtida para o dia 7 p.i. Esta subida pode
ser explicada pelo facto de a replicacdo viral méxima ocorrer entre os 10 e os 15 dias p.i
como se pode verificar na cinética de replicacdo da figura 18.

Os ensaios antivirais efetuados ao longo do tempo demonstraram que o VAIE néo
tem capacidade para retomar a sua replicacdo depois de tratado com ADD. Verificamos
que o valor de ICso diminuiu ou se manteve constante ao longo dos 33 dias p.i sem
reposicdo do antirretroviral. Este fato pode sugerir um potencial modo de acéo irreversivel
para 0 ADD e/ou uma grande estabilidade em cultura celular.

Em estudos in vivo, nomeadamente em humanos, o tempo de semivida do ADD é
curto, sendo este administrado em doses diarias de modo a superar a diminuicdo da
atividade deste antiviral (Kahn et al., 1999; Qagish et al., 2003).

In vivo, o VAIE replica-se preferencialmente em macréfagos, sendo estas células
de um modo geral importantes reservatérios celulares dos lentivirus (Clements et al.,
1996). No entanto, em cultura de tecidos o VAIE mostra capacidade para se adaptar e
infetar outros tipos de celulares, como células endoteliais e fibroblastos (Oaks et al.,
1998).
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Desta forma realizamos os ensaios CCso e 1Cso do ADD em células fibroblasticas
e macrofagicas - EML. No entanto, ndo foi possivel apresentar resultados dos ensaios de
ICso do ADD em células EML, uma vez que o VAIEwyo depois de adaptado as células
ED perdeu a capacidade para replicar em linha de macrofagos -EML.

O valor da CCso do ADD em células ED foi de 141.8 uM e foi semelhante ao
encontrado para a CCsp nas células EML, de 207.10 pM. Os valores de CCsp encontrados
nas células equinas foram mais altos do que os encontrados para as células do sangue
humanas, 0 que sugere uma menor toxicidade desta droga nos cavalos.

A CCso do Adefovir dipivoxil em células HB611 foi de 107 uM.

A razdo entre a citotoxicidade e a eficicia do antiviral na inibi¢do da replicacdo
viral é definida como o indice de seletividade (1S) ou indice terapéutico. E desejavel que
um antirretroviral tenha um alto indice de seletividade, ao possuir uma atividade antiviral
maxima com uma toxicidade celular minima.

Neste estudo verificamos que o ADD apresenta um excelente indice de
seletividade de 41,915.5.

Noble e Goa, 1999 em estudos com Adefovir (AD) na inibicdo da replicacéo
VIH-1 em células T demonstrou valores de indice seletividade in vitro que variam entre
2 a 200.

Mais ainda, Srinivas et al., 1993 determinou que a ICso do ADD foi de 2 uM para
0 VIH-1 em células MT-2. A ICso encontrada para o VAIE foi drasticamente inferior a

reportada para VIH-1.

6.2. Analise de resisténcias genéticas de VAIE ao ADD

A TR é uma enzima heterodimérica, com cerca de 987 residuos de aminoacidos.
Neste estudo analisamos os variantes genéticos oriundos de virus submetidos ao ADD em
concentragdes proximas da ICso.

Neste estudo foram detetados um maior nimero de variantes para 0o WYO ADD
do que para 0 WYO NT, sendo muitos dos variantes encontrados para o WYO ADD
delecdes. No entanto ap6s uma analise detalhada das sequencias verificamos que estas
delecdes derivaram de erros de sequenciacdo. Estes erros tiveram origem no fato de estas
sequencias possuirem elevados valores de fluorescéncia que determinaram uma maior

largura do pico de sequenciagao e por conseguinte a introducdo de uma posicgéo adicional
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no genoma da TR. Por exemplo, o falso variante nucleotideo simples G>A da posicado
1014 da regido RT_Like.

Da comparacdao de variantes genéticos entre WYO NT e WYO ADD verificamos
que nove variantes sdo comuns (Figura 38). Destes 4 sdo VNS ndo sindnimos (missense)
que provocam alteragdes nos aminoacidos. Um destes VNS situa-se no dominio RT_Like,
na posi¢do 972, com uma substituicdo A>T, que se traduz uma alteracdo da enzima na
posicdo 324 com substituicdo de uma lisina (Lis - K) (coddo AAA) por uma Asparagina
(Asn - N) (coddo AAU). A Lisina possui grupo R com carga positiva e a Asparagina tem
carga neutra, ambos pertencem aos aminoacidos polares hidrofilicos.

Outro VNS ndo sinénimo ocorre no dominio RT_Like e local ativo RVT-1, na
posicdo 1096, com a substituicdo de A>G, ocorrendo uma alteragdo na enzima na posicao
366 de uma Metionina (Met- M) codao de iniciagdo (AUG) por uma Valina (Val -V)
(coddo GUG). Osdois aminoacidos sdo compostos por um grupo R alifatico, pertencendo
ao grupo dos aminoéacidos apolares hidrofébicos. No dominio RVT_thumb, na posicéo
1342, ocorre também um variante nucleotideo simples de troca de A>G que se traduz na
alteracdo da enzima na posi¢édo 448 com a substituicdo de uma Isoleucina (lle - 1) (cod&o
AUC) por uma Valina (Val- V) (coddo GUC), ambos pertencendo ao mesmo grupo dos
aminoacidos apolares hidrofébicos com grupo R alifaticos. Por ultimo, no dominio
RNase_H_Like na posicdo 2153 ocorreu um VNS A>G, com alteracdo da enzima na
posicdo 718 de uma Tirosina (Tir- Y) (coddo UAU) para uma Cisteina (Cis- C) (coddo
UGU). A Tirosina pertence ao grupo dos aminoacidos apolar hidrofébico com grupo R
aromatico e a Cisteina ao grupo dos polares hidrofilicos com grupo R sem carga. Este
variante € o Unico que ha alteracdo de um aminoacido apolar para um polar podendo
provocar alteracdes estruturais no “folding” da proteina.

Dos variantes ndo comuns detetados nas sequéncias de WYO NT, sé quatro
demonstraram serem de fato reais. Um destes variantes é uma delecdo de uma adenina
encontrada no dominio RVT_connect na posi¢cdo 1646 que provoca alteragdo na TR a
partir da posi¢cdo 549 com uma Glutamina (GIn- Q). Também nesta regido existe um VNS
com substituicdo A>G na posi¢do 1743 em relacdo a referéncia, mas que ndo provoca
qualquer alteracdo na codificacdo de aminoacidos. Na regido da TR, na posi¢do 1805
encontra-se um VNS com substituicdo de G>A, em que provoca alteracdo na enzima na
posicdo 602 de uma Arginina (Arg- R) (coddo AGA) por uma Lisina (Lis-K) (codao
AAA). Ambos os aminoacidos pertencem ao grupo dos aminoacidos polares hidrofilicos

com grupo R com carga positiva. O ultimo variante foi detetado no dominio
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RNase_H_like, com uma insercdo de uma adenina (A) entre posicdo 2142 e 2143 em
relacdo a referéncia. Esta insercdo provoca a mudanca de “frame” a partir da posicéo 716
da enzima e duma Glicina.

Numa analise pormenorizada dos variantes ndo comuns nas sequencias WYO
ADD, verificou-se que dos 15 variantes ndo comuns apenas 2 deles demonstraram que
ser reais. Todos o0s outros se deveram a erros de sequenciacdo pelas mesmas razoes
apontadas para 0 WYO NT.

Os dois variantes ndo comuns do WYO ADD séo duas dele¢cdes encontradas no
dominio do RVT_thumb que provocam mudancas de “frame” e altera¢fes profundas nos
aminoacidos da TR. Uma delecdo de uma Adenina (A) na posi¢do 1342 com alteracdo da
enzima na posicao 448 no aminoacido Isoleucina (lle - I) e uma delecdo de uma Timina
(T) na posicao 1412 em relacdo a referencia, com alteracdo da enzima TR na posicdo 472
do aminoé&cido Triptofano (Trp - W).

De modo a estudar o impacto destes VNS na estrutura e funcdo da TR seréo
necessarios estudos adicionais e estruturais da TR e/ou predicdo de alteragcdes estruturais

por métodos bioinformaticos, bem como estudos funcionais de atividade da TR destes

variantes.
Base Alteracéo da regido

Origemdo | Tipode |presentena Frequéncia| Frequéncia x - codificante da | Alteragdo de
vargiante vdrli);)nte psequéncia ABE do a(I]elo NT | do alglo ADD REGfEDEA T DT ilEs sequéncia de aminogcidos

referéncia referéncia

NT/ADD VNS C T 60.00 28.57 RT like €.636C>T *
NT/ADD VNS A T 35.71 21.95 RT_Like e RVT-1 CI72A>T * p.Lys324Asn
NT/ADD VNS A G 90.24 100.00 RT_Like e local ativo RVT-1 c.1096A>G * p.Met366Val

NT/ADD VNS G A 60.71 100.00 RT_Like e local ativo RVT-1 c.1152G>A *

NT VNS T C 10.00 - RT_Like e local ativo RVT-1 ¢.1216T>C p.Trp406Arg
ADD Delegdo A 33.33 RVT_thumb €.1342delA p.lled48fs
ADD Delecdo T - 12.50 RVT_thumb €.1412delT p.Trp472fs

NT/ADD VNS A G 65.31 66.67 RVT_thumb C.1342A>G * p.lle448Val
NT/ADD VNS T A 100.00 100.00 RVT_thumb C.1368T>A*
NT/ADD VNS T C 100.00 100.00 RVT_connect ¢.1639T>C *
NT Delegéo A - 4.44 - RVT_connect .1646delA p.GIn549fs
NT VNS A G 513 - RVT_connect ¢.1743A>G
NT/ADD VNS T G 30.19 43.78 RVT_connect c.1755T>G *
NT VNS G A 22.73 - Regido Trancriptase reversa €.1805G>A p.Arg602Lys
NT Insercdo A 8.89 - RNase_H_like €.2142_2143insA p.Gly716fs
NT/ADD VNS A G 92.31 80.95 RNase_H_like €.2153A>G * p.Tyr718Cys

Figura 38- Variantes genéticos comuns e ndo comuns entre WYO NT e WYO ADD.
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O alinhamento das sequéncias consenso WYO NT e WYO ADD foram também
analisadas de forma mais pormenorizada, uma vez que se detetaram erros de sequenciagéo
e o software CLC Genomics Workbench ndo permite a remocao destes erros pontuais de
sequénciacdo. Através desta analise, verificamos que dos 14 conflitos encontrados nas
sequéncias consenso so 8 € que sao reais. Dos 8 variantes encontrados 6 s&o comuns entre
WYO NT e WYO ADD e 2 ndo sdo comuns.

Dos 6 conflitos comuns, 3 encontram-se no dominio RT_like na posi¢do 51 da TR
com conflito Y (C>T), na posicdo 388 com conflito Y (A>T) e na posi¢cdo 567 com
conflito R (A>G); 1 encontra-se no dominio RVT_thumb na posi¢cdo758 um conflito R
(A>G), os restantes 2 situam-se, na posi¢do 51 do dominio RVT_connect da TR com
conflito K (T>G) e o outro na posi¢do 1568 do dominio da RNase_H com conflito R
(A>G).

Dos 2 conflitos ndo comuns um foi encontrado na sequéncia consenso WYO NT
e 0 outro na sequencia consenso do WYO ADD. Na sequéncia consenso WYO NT o
conflito R (G>A) encontra-se na posi¢do 1220 na regido da TR entre RVT_connect e
RNase_H. O conflito ndo comum encontrado no WYO ADD foi uma delecdo de uma
Timina na posicéo 827 da TR no dominio RVT_thumb.

Deste estudo chegamos a conclusdo que os conflitos identificados na condicdo
VAIE WYO ADD néo demostraram qualquer resisténcia associada a estes variantes. Uma
vez que nos ensaios ICso ao longo do tempo foi encontrada uma tendéncia a diminuigao
da ICso ndo se tendo verificado um aumento da replicacdo viral associada a estes
variantes. Pelo contrario ao aqui exposto, outros estudos demonstraram através da analise
fenotipica in vitro, de mutacGes na polimerase do HBV foi associada a uma reducéo
significativa na suscetibilidade ao ADD e verificando-se resisténcia a este antiviral
(Angus et al., 2003; Qagish et al., 2003).

6.3. Analise genética e filogenética do VAIE

O genoma do VAIE apresentou uma grande variabilidade genética, sobretudo a
regido 3’ do seu genoma. A analise filogenética dos isolados do VAIE permite-nos

identificar “clusters” bem definidos.
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Da andlise daarvore filogenética do VAIE confirmamos a existéncia de 4
“clusters” associados a distribuicdo geografica dos isolados, o Europeu, o Norte-
americano, o Chinés e o Japonés.

A identidade do cluster Japonés foi recentemente esclarecida por Dong et al.,
2014. Os autores demonstraram que as duas estirpes japonesas AB008196 e AB008197,
os isolados V26 e V70, néo sdo estirpes oriundas do Japdo mas sim oriundas dos EUA.
A atribuicdo de uma origem Japonesa a estas estirpes foi um lapso derivado da
contaminacdo com estirpes norte americanas. Esta contaminacdo podera ter ocorrido
devido ao extenso comércio global de equinos entre o Japdo e os EUA, ou a
contaminagOes de estirpes em ambiente laboratorial. Assim, até a data, s6 se encontra
descrita uma estirpe de VAIE oriunda do Japdo, sendo esta a Miyazaki,
JX003263 (Dong et al., 2013; Dong et al., 2014; Gaudaire et al., 2017).

7. CONCLUSAO

Neste estudo concluimos que o Adefovir dipivoxil podera ser utilizado como
terapia antirretroviral para combater infe¢bes de VAIE. Os estudos in vitro indicam um
indice terapéutico muito satisfatorio com inibices a concentracbes nanomolares e grande
tolerancia das células equinas a citotoxicidade.

No entanto, sdo necessarios estudos de seguranca e eficadcia em cavalos para
prosseguir a avaliacdo do ADD como antiviral para o0 VAIE. Também sdo aconselhados
estudos de ICso do ADD para diferentes isolados primarios de VAIE provenientes dos 4
clusters encontrados na analise filogenética.

A analise da variabilidade genética da TR submetida a pressao do Adefovir
dipivoxil parece indicar que ndo existem alteracOes significativas da enzima TR do VAIE.
As variagOes encontradas para a TR do VAIE NT ndo foram muito diferentes das
encontradas na TR do VAIE nédo submetido a pressdo do ADD. Estes resultados parecem
indicar que o VAIE ndo é muito propenso a resisténcias na presenca do ADD.

De modo a avaliar melhor o efeito da ADD nas resisténcias do VAIE ¢é
aconselhavel elaborar uma anélise extensiva e mais pormenorizada das alteragdes da TR

bem como do potencial impacto destas variagdes na estrutura e fungédo enzimatica da TR.
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ANEXOS



ANEXO I

A Erro! A origem da referéncia ndo foi encontrada.sequéncia de referéncia do
VAIEwyo (NC_001450) onde 0 gene gag se encontra da posi¢ao 525-1985bp, o gene pol
da posicao 1766 a 5182bp, gene EIAVgp3 (poliproteinas do envelope) da posicdo 5372 a
7951bp e EIAVgp4 (ORF; NH2-terminus) da posi¢do 7295 a 7951bp. O gene pol onde
se encontra localizada a TR na posicdo 196 a 728, esta enzima é composta por varios
dominios que foram anotados a sequéncia de acordo com a localizacéo na Pol, RT_Like
na posicdo 196 a 411bp, RVT-1 na posicao 241 a 41bp, RVT_thumb na posicdo 430 a
473bp, RVT_connect na posicdo 495 a 589 e RNase_H_like na posicdo 613 a 728bp
(NCBI- pol polyprotein [Equine infectious anemia virus], acedido a 1 setembro 2017).

RVT_thumb
RVT-1 RVT_connect

RT like | RNase_H_like
gag pol Reverse transcrilptase
L> »
N
E—
2 000 3000 4000 5 nn;\\

1,000
|

EIAVgp3 EIAVgp4

0f

NC_001450

Sequéncia de referéncia NC_001450 anotada com as regides do virus AIE, e dominios
RVT_Like, RVT-1, RVT_thumb, RVT_connect e a RNase_H_like. (NCBI Reference Sequence:
NP_001450, acedido a 17 agosto 2017)
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ANEXO Il

Curva padréao do ensaio com varios antivirais
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45--...?‘?‘&»,_\;_;;.5 ............... e L T
e : : : :
LT : : : :
mEFa BT ""‘-,__\_ . .: ............... T ............... D]
: e : : :

35 J S P .?5"‘:%..\_;_\_;- R [ERREER R R
= : o F . : :
Coan e U‘“‘»E ...........................

: : L0 :
T S e S [EEEE R "'m.__ ............
| : : e
aE e [ [ N h.;; ...........
: : : : .
: : : : : =
15 | s s | —2
2 0 2 4 B
Log Starting Quantity
O Standard
> Unknowen
—— FaM  E=119,0% R*2=0350 Slope=-2,937 y-int=37 185

ANEXO 111

Curva padréo ensaio 1Cso Adefovir dipivoxil na replicagéo viral em células

ED com VAIEwyo com 7 dias de incubagéo.

Standard Curve
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ANEXO IV

Curva padréo ensaio 1C50 Adefovir dipivoxil na replicacdo viral em células
DE com VAIEwyo com 12, 24 e 33 dias de incubagéo
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ANEXO V

Sequéncias de WYO NT

. . . Tamanho do Nome da . . Tipo de Tamanho do Nome da
N°Sequéncia Sequéncia Fragmento [Tipo de Amostra| Fragmento " N°Sequéncia | Sequéncia Fragmento An?ostra Fragmento i

1 1639BABO004-4 P ARN 1704 W YO NT 65 17D3BAA018-06 |A ARN 1377 WyO NT d12
2 1639BABO004-5 P ARN 1753 W YO NT 66 17D3BAA018-07 |K ARN 1603 WyO NT d12
3 1630BAB004-1 P ARN 1739 WYO NT 67 17D3BAA018-08 |K ARN 1577 WyO NT d12
4 1630BAB004-2 P ARN 1792 WYO NT 68 17D3BAA018-15 |EIB Sobrenadante 493 WYO NT d24
5 1630BAB004-3 P ARN 1924 WYO NT 69 17D3BAA018-16 |EIB Sobrenadante 419 WYO NT d24
6 17D3BAAQ07-24 EIB ARN 614 WYONT 70 17D3BAA018-23 |EIB Sobrenadante 482 WYO NT d33
7 17D3BAAQ07-17 ARN 267 WYONT 7 17D3BAA018-24 |EIB Sobrenadante 498 WYO NT d33
8 17D3BAAQ07-18 ARN 262 WYO NT 72 17D3BAA018-25 |EIB Sobrenadante 492 WYO NT d12
9 17D3BAAQ07-11 ARN 443 WYONT 73 17D3BAA018-26 |EIB Sobrenadante 499 WYO NT d12
10 17D3BAAQ07-12 ARN 441 WYONT 74 17D3BAA018-27_|EIB Sobrenadante 493 WYO NT d33
1 17D3BAAQ07-23 ARN 625 WYONT 75 17D3BAA018-28 |EIB Sobrenadante 480 WYO NT d33
12 17D3BAA016-07 A ARN 1201 W YO NT 76 17D3BAA018-29 |EIB Sobrenadante 489 WYO NT d34
13 17D3BAA016-08 A ARN 1185 W YO NT 7 17D3BAA018-30 [EIB Sobrenadante 486 WYO NT d35
1 17D3BAA0L6-09 A ARN 1101 WYO NT 8 17D3BAA018-35 |K ARN 1534 WYO NT d12
15 17D3BAA016-10 A ARN 1086 \WYO NT 79 17D3BAA018-36 |K ARN 1520 WYO NT d12
16 17D3BAA0L6-11 A ARN 1077 WYO NT 80 17D3BAA018-37 |L ARN 1564 WYO NT d12
17 17D3BAA016-12 EIB ARN 758 WYONT 81 17D3BAA018-38 |L ARN 1565 WYO NT d12
18 17D3BAA016-13 EIB ARN 589 WYONT 8 17D3BAA018-39 |A Sobrenadante 1199 WYO NT d33
19 17D3BAA016-14 EIB ARN 620 WYONT 83 17D3BAA018-40 |A Sobrenadante 1308 WYO NT d33
20 17D3BAA016-15 A ARN 1007 WYONT 8 17D3BAA018-41 |A Sobrenadante 1084 WYO NT d33
21 17D3BAA016-16 A ARN 974 WYONT 8 17D3BAA018-42 |A 1371 WYO NT d33
2 17D3BAAQ16-17 A Sobrenadante 721 WYO NT d12 8 17D3BAA018-43 |A 1299 WYO NT d33
23 17D3BAA016-18 A Sobrenadante 769 W YO NT d12 87 17D3BAA018-44 |A 1320 WYO NT d33
2% 17D3BAA0L7-23 Sobrenadante 484 \WyO NT d24 88 17D3BAA018-45 |A 1522 WYO NT d33
2 17D3BAA0L7-24 Sobrenadante 497 WyO NT d24 89 17D3BAA018-46 |A 1316 WYO NT d33
% 17D3BAA0L7-25 Sobrenadante 496 \WyO NT d24 % 17D3BAA018-47 |A 1425 WYO NT d33
27 17D3BAA0L7-26 Sobrenadante 482 \WyO NT d24 o1 17D3BAA018-48 |A 1301 WYO NT d33
28 17D3BAA0L7-39 Sobrenadante 990 WyO NT d33 [ 17D3BAA018-49 |A Sobrenadante 1388 WYO NT d33
2 17D3BAA0L7-40 Sobrenadante 872 WyO NT d33 93 17D3BAA018-50 |A Sobrenadante 1312 WYO NT d33
30 17D3BAAQL7-41 Sobrenadante 1038 \WyO NT d33 o 17D3BAA018-63 [P ARN 1373 WYO NT d12
31 17D3BAAQL7-42 Sobrenadante 494 WyO NT d33 9% 17D3BAA018-64 [P ARN 905 WYO NT d12
32 17D3BAAQL7-43 Sobrenadante 674 WyO NT d12 % 17D3BAA018-65 [P ARN 969 WYO NT d12
33 17D3BAAQLT-44 Sobrenadante 493 WyO NT d12 97 17D3BAA018-66 [P ARN 1349 WYO NT d12
2 17D3BAAQLT-45 Sobrenadante 505 \WyO NT d12 98 17D3BAA018-67 [P ARN 1513 WYO NT d12
35 17D3BAAQLT-46 Sobrenadante 495 \WyO NT d12 99 17D3BAA018-68 [P ARN ur WYO NT d12
36 17D3BAAQL7-47 A ARN 1546 WyO NT d12 100 17D3BAA018-69 [P ARN 882 WYO NT d12
37 17D3BAA0L7-48 A ARN 1477 WyO NT d12 101 17D3BAA0LE-70 [P ARN 1387 WYO NT d12
38 17D3BAAQL7-49 A ARN 1542 WyO NT d12 102 17D3BAA019-01 |K Sobrenadante 1836 WYO NT
39 17D3BAA0L7-50 A ARN 1493 WyO NT d12 103 17D3BAA019-01 |K Sobrenadante 1836 WYONT
40 17D3BAAQL7-51 K ARN 1176 WyO NT d12 104 17D3BAA019-02 |K Sobrenadante 1767 WYONT
4 17D3BAAQL7-52 K ARN 1310 WyO NT d12 105 17D3BAA019-02 |K Sobrenadante 1767 WYONT
2 17D3BAAQL7-53 K ARN 1535 \WyO NT d12 106 17D3BAA019-03 |K Sobrenadante 1823 WYONT
43 17D3BAAQL7-54 K ARN 1552 WyO NT d12 107 17D3BAA019-03 |K 1823 WYO NT
4 17D3BAAQLT-55 K ARN 1395 WyO NT d12 108 17D3BAA019-04 |K 1629 WYO NT
45 17D3BAA0L7-56 K ARN 1541 \WyO NT d12 109 17D3BAA019-04 |K 1629 WYO NT
46 17D3BAA0L7-57 K ARN 1808 \WyO NT d12 110 17D3BAA019-05 |K 1566 WYO NT
47 17D3BAA0L7-58 K ARN 1317 WyO NT d12 111 17D3BAA019-05 |K 1566 WYO NT
48 17D3BAA0L7-59 P ARN 1471 WyO NT d12 112 17D3BAA019-06 |K 1678 WYO NT
49 17D3BAA0L7-60 P ARN 1485 WyO NT d12 13 17D3BAA019-06 |K 1678 WYO NT
50 17D3BAA0L7-61 P ARN 1335 WyO NT d12 114 17D3BAA019-07 |K Sobrenadante 1604 WYONT
51 17D3BAAQLT-62 P ARN 1480 WyO NT d12 115 17D3BAA019-07 |K Sobrenadante 1604 WYONT
52 17D3BAAQL7-63 P ARN 1446 WyO NT d12 116 17D3BAA019-08 |K Sobrenadante 1732 WYONT
53 17D3BAAQLT-64 P ARN 1480 WyO NT d12 17 17D3BAA019-08 |K ARN 1732 WYONT
54 17D3BAAQLT-65 P ARN 1411 WyO NT d12 118 17D3BAA019-17_|K ARN 1662 WYONT
55 17D3BAAQLT-66 P ARN 1289 WyO NT d12 119 17D3BAA01S-17_|K ARN 1662 WYONT
56 17D3BAA0L7-67 K ARN 1303 \WyO NT d12 120 17D3BAA019-18 |K ARN 1666 WYO NT
57 17D3BAA0L7-68 K ARN 1274 \WyO NT d12 121 17D3BAA019-18 |K ARN 1666 WYO NT
58 17D3BAA0L7-69 K ARN 1398 WyO NT d12 122 17D3BAA019-19 |K ARN 1504 WYO NT
59 17D3BAAQL7-70 K ARN 1405 WyO NT d12 123 17D3BAA019-19 |K ARN 1504 WYO NT
60 17D3BAA018-01 K ARN 1555 WyO NT d12 124 17D3BAA019-20 |K ARN 1698 WYO NT
61 17D3BAA018-02 K ARN 1581 WyO NT d12 125 17D3BAA019-20 |K ARN 1698 WYONT
62 17D3BAA018-03 K ARN 1629 WyO NT d12 126 17D3BAA019-21 |K ARN 1538 WYONT
63 17D3BAA018-04 K ARN 1651 WyO NT d12 127 17D3BAA019-21 |K ARN 1538 WYONT
64 17D3BAAQ18-05 A ARN 1097 WyO NT d12 128 17D3BAA019-22 |K ARN 1533 WYONT

129 17D3BAA019-22 |K ARN 1533 WYONT

130 17D3BAA019-23 |K ARN 1553 WYONT

131 17D3BAA019-23 |K ARN 1553 WYONT

132 17D3BAA019-24 |K ARN 1604 WYONT

133 17D3BAA019-24 |K ARN 1604 WYONT
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ANEXO VI

Sequéncias de WYO ADD

Ne°Sequéncias Sequéncia | Fragmento ::r’:(?s?rea T;?;:;Zﬂjo Nome da Amostra N°Sequéncias Sequéncia Fragmento /I;sgsffa Earr;‘:;:ﬁ]?; Nome da Amostra
1 17D3BAA017-11 _[EIB sobrenadante 517 W YO ADD 78nM d24 54 17D3BAA019-10 K sobrenadante 1674 \WYO ADD19,53nM d33
2 17D3BAA017-12 _|EIB sobrenadante 503 WYO ADD 78nM d24 55 17D3BAA019-11 K sobrenadante 1634 \WYO ADD19,53nM d33
3 17D3BAA017-13 sobrenadante 507 WYO ADD 78nM d24 56 17D3BAA019-12 K sobrenadante 1626 \WYO ADD19,53nM d33
4 17D3BAAD17-14 sobrenadante 501 [WYO ADD 78nM d24 57 17D3BAA019-13 K sobrenadante 1699 WYO ADD19,53nM d33
5 17D3BAA017-15 sobrenadante 478 WYO ADD 39nM d24 58 17D3BAA019-14 K sobrenadante 1731 WYO ADD19,53nM d33
6 17D3BAA017-16 sobrenadante 493 W YO ADD 39nM d24 59 17D3BAA019-15 K sobrenadante 1673 \WYO ADD19,53nM d33
7 17D3BAA017-17 sobrenadante 504 WYO ADD 39nM d24 60 17D3BAA019-16 K sobrenadante 1684 WYO ADD19,53nM d33
8 17D3BAA017-18 sobrenadante 476 [WYO ADD 39nM d24 61 17D3BAA019-25 K sobrenadante 1609 \WYO ADD19,53nM d33
9 17D3BAA017-19 sobrenadante 498 WYO ADD 19,5nM d24 62 17D3BAA019-26 K sobrenadante 1466 \WYO ADD19,53nM d33
10 17D3BAA017-20 sobrenadante 494 [WYO ADD 19,5nM d24 63 17D3BAA019-27 K sobrenadante 1499 WYO ADD19,53nM d33
1 17D3BAA017-21 sobrenadante 497 [WYO ADD 19,5nM d24 64 17D3BAA019-28 K sobrenadante 1342 \WYO ADD19,53nM d33
12 17D3BAA017-22 sobrenadante 482 [WYO ADD 19,5nM d24 65 17D3BAA019-29 K sobrenadante 1531 WYO ADD19,53nM d33
13 17D3BAA017-27 sobrenadante 496 [WYO ADD 78nM d33 66 17D3BAA019-30 K sobrenadante 1351 WYO ADD19,53nM d33
14 17D3BAA017-28 sobrenadante 498 WYO ADD 78nM d33 67 17D3BAA019-31 K sobrenadante 1501 WYO ADD19,53nM d33
15 17D3BAA017-29 sobrenadante 505 W YO ADD 78nM d33 68 17D3BAA019-32 K sobrenadante 1345 \WYO ADDI19,53nM d33
16 17D3BAA017-30 sobrenadante 4711 'WYO ADD 78nM d33 69 17D3BAA019-33 K sobrenadante 1567 WYO ADD19,53nM d33
17 17D3BAA017-31 sobrenadante 497 WYO ADD 39nM d33 70 17D3BAA019-34 K sobrenadante 1517 WYO ADD19,53nM d33
18 17D3BAA017-32 sobrenadante 503 [WYO ADD 39nM d33 71 17D3BAA019-35 K sobrenadante 1539 WYO ADD19,53nM d33
19 17D3BAA017-33 sobrenadante 698 WYO ADD 39nM d33 2 17D3BAA019-36 K sobrenadante 1474 WYO ADD19,53nM d33
20 17D3BAA017-34 sobrenadante 490 W YO ADD 39nM d33 73 17D3BAA019-37 K sobrenadante 1394 \WYO ADD19,53nM d33
21 17D3BAA017-35 sobrenadante 497 [WYO ADD 19,5nM d33 74 17D3BAA019-38 K sobrenadante 1411 \WYO ADD19,53nM d33
22 17D3BAA017-36 sobrenadante 760 [WYO ADD 19,5nM d33 75 17D3BAA019-39 K sobrenadante 1437 \WYO ADD19,53nM d33
23 17D3BAA017-37 sobrenadante 502 [WYO ADD 19,5nM d33 76 17D3BAA019-40 K sobrenadante 1425 WYO ADD19,53nM d33
24 17D3BAA017-38 sobrenadante 490 [WYO ADD 19,5nM d33 i 17D3BAA019-41 A RNA 1478 WYO ADD19,53nM d33
25 17D3BAA018-09 sobrenadante 488 \WYO ADD 78,13nM d24 78 17D3BAA019-42 A RNA 1405 WYO ADD19,53nM d33
26 17D3BAA018-10 sobrenadante 487 \WYO ADD 78,13nM d24 7 17D3BAA019-43 A RNA 1461 WYO ADD19,53nM d33
27 17D3BAA018-11 sobrenadante 485 \WYO ADD 39,06 nM d24 80 17D3BAA019-44 A RNA 1416 WYO ADD19,53nM d33
28 17D3BAA018-12 sobrenadante 481 WYO ADD 39,06 nM d24 81 17D3BAA019-45 A RNA 1349 \WYO ADD19,53nM d33
29 17D3BAA018-13 sobrenadante 549 \WYO ADD 19,53nM d24 82 17D3BAA019-46 A RNA 1346 \WYO ADD19,53nM d33
30 17D3BAA018-14 sobrenadante 551 \WYO ADD 19,53nM d24 83 17D3BAA019-47 A RNA 1369 WYO ADD19,53nM d33
31 17D3BAA018-17 sobrenadante 542 \WYO ADD 78,13nM d33 84 17D3BAA019-48 A RNA 1381 WYO ADD19,53nM d33
32 17D3BAA018-18 sobrenadante 501 \WYO ADD 78,13nM d33 85 17D3BAA019-49 A RNA 1412 WYO ADD19,53nM d33
33 17D3BAA018-19 sobrenadante 486 WYO ADD 39,06 nM d33 86 17D3BAA019-50 A RNA 1378 WYO ADD19,53nM d33
34 17D3BAA018-20 sobrenadante 482 WYO ADD 39,06 nM d33 87 17D3BAA019-51 A RNA 1397 WYO ADD19,53nM d33
35 17D3BAA018-21 _|EIB sobrenadante 484 \WYO ADD 19,53nM d33 88 17D3BAA019-52 A RNA 1365 \WYO ADD19,53nM d33
36 17D3BAA018-22 sobrenadante 545 \WYO ADD 19,53nM d33 89 17D3BAA019-53 A RNA 1291 WYO ADD19,53nM d33
37 17D3BAA018-31 sobrenadante 478 'WYO ADD 19,53 nM d33 0 17D3BAA019-54 A RNA 1330 WYO ADD19,53nM d33
38 17D3BAA018-32 sobrenadante 478 WYO ADD 19,53nM d33 91 17D3BAA019-55 K RNA 1588 WYO ADD19,53nM d33
39 17D3BAA018-33 sobrenadante 561 WYO ADD 19,53nM d33 92 17D3BAA019-56 K RNA 1115 WYO ADD19,53nM d33
40 17D3BAA018-34 sobrenadante 495 \WYO ADD 19,53nM d33 93 17D3BAA019-57 K RNA 1180 WYO ADD19,53nM d33
41 17D3BAA018-51  |A sobrenadante 1448 \WYO ADD 19,53nM d33 9 17D3BAA019-58 K RNA 1349 \WYO ADD19,53nM d33
42 17D3BAA018-52  |A sobrenadante 1393 \WYO ADD 19,53nM d33 95 17D3BAA019-59 K RNA 1538 WYO ADD19,53nM d33
43 17D3BAA018-53 |A sobrenadante 1426 WYO ADD 19,53nM d33 96 17D3BAA019-60 K RNA 1353 WYO ADD19,53nM d33
4 17D3BAA018-54 |A sobrenadante 1412 \WYO ADD 19,53nM d33 97 17D3BAA019-61 K RNA 1625 WYO ADD19,53nM d33
45 17D3BAA018-55  |A sobrenadante 1433 \WYO ADD 19,53nM d33 9% 17D3BAA019-62 K RNA 1379 WYO ADD19,53nM d33
46 17D3BAA018-56  |A sobrenadante 1392 \WYO ADD 19,53nM d33 29 17D3BAA019-63 K RNA 1783 WYO ADD19,53nM d33
47 17D3BAA018-57 |A sobrenadante 1324 WYO ADD 19,53 nM d33 100 17D3BAA019-64 K RNA 1537 WYO ADD19,53nM d33
48 17D3BAA018-58 |A sobrenadante 1323 WYO ADD 19,53nM d33 101 17D3BAA019-65 K RNA 1716 WYO ADD19,53nM d33
49 17D3BAA01859  |A sobrenadante 1369 \WYO ADD 19,53nM d33 102 17D3BAA019-66 K RNA 1367 \WYO ADD19,53nM d33
50 17D3BAA018-60 |A sobrenadante 1327 \WYO ADD 19,53nM d33 103 17D3BAA019-67 K RNA 1744 \WYO ADD19,53nM d33
51 17D3BAA018-61 |A sobrenadante 1393 \WYO ADD 19,53nM d33 104 17D3BAA019-68 K RNA 1356 WYO ADD19,53nM d33
52 17D3BAA018-62  |A sobrenadante 1338 WYO ADD 19,53nM d33 105 17D3BAA019-69 K RNA 1673 \WYO ADD19,53nM d33
53 17D3BAA019-09  |K sobrenadante 1686 [WYO ADD19,53nM d33 106 17D3BAA019-70 K RNA 1513 WYO ADD19,53nM d33
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Primeira Base Ot

ANEXO VII

Cadigos IUPAC para nucleotideos

(2]
o
o
L]

Description

Adenine

Cytosine

Guanine

Thymine

Uracil

Purine (A or G)
Pyrimidine (C, T, or U)
CorA

T, U, or G

T, U, or A

CorG

C, T, U, or G (not A)

A, T, U, or G (nhot C)

A, T, U or C(not G)

A, C,orG (nhotT, not U)
Any base (A, C, G, T, or U)

Z<ITUODmWOE=IXxZ<X<TCHOLO>P

ANEXO I1111

Tabela do Cédigo Genético (Baseado nos Codons)

Segunda Base
uuuT_Fenil- ucu VAU Tirosina | UGU .
et aanina ggg E UAC} ‘uec]' Cystone
UUA]—Lcucino Nca UAA  Stop codon : UGA Stop codon
UUG . UAG Stopcodon | UGG Tryptophan
cuu ccu CAVUT . i |CQU
Histidina |

gg: — Leucina gg: — Prolina g::} ‘ ggﬁ]»mginim
cuG. cca . CAG}‘Glufomina | GG
AUUT ACUT AAU .| AGU P
AUC |-Tsoleucina (ACC | . . MC}A‘P""%'M‘AGC}SQ' o
AUA ACA AAAT . | AGA

Metionina | Acq Lisina A Arginina
AvG AAG]_ GG]‘
GUU GCUT GAUT_Acido | GGU
auc| .. acc | .. . GACS™ Acpirtico | GGC | oy: .
Gua [ Valina Goa [Alenina GAA Acm | GGA Glicina

o . GAGJ glytamico e

w

OrP0O0C OP»0C OPOC OP»O0OC
250g D.ID2ID |



ANEXO IX

Alinhamento das sequéncias de VAIE, com distribuic¢éo geogréafica diferente, com a
seq»_L_Jéncig de referéncia N C_001450

!
~NC oo1450 GREE - - - 1 | - 237

1] [ ol il Wl
sameceiss GACTAD . v (T 6C  eACCCAACTsAACrersATAACCr T2 ¢TTeeTehtmnon e Tah (urTTTuTCACGC TTAAEHC( JTTTTR

NC_001450

GU385356
GU38535]
CU3BS 35
cu3ssIse

NC.001450
AB008196
AB008197
A7016316

GU3EsISe
Gu3BS 35S
GUIBSISE -

Cu3ss3so -
CU38S361
Gu3ss362

1 LTI (T e e T T (i
sasis (f TATATAAUIr[TTfTATTCVAEk.ITc,AE»(T(A(AUETC(M mm (CTTCTCTGCTGE h.Am{cc ATMTALATAT, Amuc asAUcctIchm CTCTvTrTTCA Kot
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cu3ss3sy
GU3BS354
GU385355
GU385356
CU38S357
cu3ssase
cu3ssase
GU385360

CU385363
Cu3Es5364

Consensus  ACAGNTGGCGCCCGAACACGGACE - ¢

coveres, ITTANTITIAIILAL
seseii UGS TOCCCCLCCACACCEACC

GU385353
Cu3ss3se
GU385355
GU3BS5356
GU385357
cu3Bs3sE
GU385359
CU3BS360
Cu3ss361
CU3Bs36;

GU385363
CU3Es364
GU3BS365
HM141909
HW141910
HML41911
HM141912

Rasanaaannang
S888088a8aaa0aa
R RnARaRan

5
GU385359
CU385360
Gu3Bs36L

GU385364
GU3BS365
HM141909

sxEgEEEEEE
ggassiiass:
38BECEEEEE
EEESEREEEE
aoasanooans
bt atapatatagaata)

c/ ! i Gl rrc i
Consens: G, ACCA(AACAGACA ClCGCAYTYCAAAAAACYYCCYCCCCAAYACCTC:CCYTAAGAYCCCCTTACAAAYYAA"A(YC

comenanas. [T TR EAH IR i i

[ h [l ‘ ﬁ T e I TH TR T ol TR
sz | ,L?AM AR CACTCCCAr T AECCAe TeATTCCATT G+ e kw TGl et KCACMGRekeh G CAUTCAAAAMEJEETCCC[AAT;&CTGLEMACATECCCfoCAAMTAAracTC
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NC_001450
5008196

AR790275
BACGIP

EAVCG
ENO1866
CU385353
GU385354
CU385355
GU385356

1X003263
Ixa80631

Jxas0632 ¥

JX480633
IX480634
KM247554
KM247555

jfi"‘f

=5

]
-
g
g

aoosoon

!!!!!.
=

nnngn

I e

)
SRH G
G
C
A G
G
Gl G
AR 53
o 1 xcc
o i G
ARG ! c

ARG 1
Gi 1l Gl
c AR G
G
G| L | 1
G B! G
G| /G|
G G
G AR G
G G
G
c
1 IBEATCC

EEE ti‘rrljjrz‘rr =

- - - v - - -
NC 001450 1032
AB00B196 975
AB00B197 G
AF016316 957
AFO28231 975
AFO28232 973
AF247354 982
AF327877 968
AFI27RIR 987
AR790275 979
BACGIP 938
S
1032
982
GU385354 982
GU385355 982
GU385356 982
GU385357 982
GCU3B5358 981
982
981
982
970
Cu3ssiel 970
GU3B5364 970
GCU385365 970
e i "
HM141910 o 971
HM141811 i 574
HM141912 1 971
HM141913 G h 993
141914 Tl 987
HM141915 988
HM141916 B 976
HM141917 991
HM141918 959
HM141918 871
HM141920 960
HM141921 993
HM141922 993
977
957
Jx480631 962
JX480632 962
IX480633 962
JX480634 962
KM247554 621
KM247555 621
il | | M | | [l ] ” T
e - = .
T0(T; . 1
CACACCATAT  ACTACETCCCTa MTACTAUU\ tuMmT( AN T‘ MCCr Mﬁf.MnTA”TuLTUfﬂAT(Ah
NC 001450 G 1160
AB008196 G 1103
AB008197 G 1114
AF016316 € 1085
AFO28231 1103
AFO28232 1101
AF247154 1110
AF327877 1096
AF327878 1115
AR790275 1107
BACCIP 1086
EAVCG 1100
EN01866 1160
CU385353 1110
CU385354 1110
CU3ssIss 1110
GU385356 1110
Cu3ssisy 1110
CU385358 1109
GU385359 1110
GU3B5360 1109
CU3B5361 1110
Cu3ssie2 1098
GU3B5363 1098
Cu3ss364 1098
CU385365 1008
HM141909 1099
HM141910 1099
HM141911 1102
HM141912 1099
HM141913 1121
HM141914 1118
HM141915 1116
HM141916 1104
HM141917 1119
HM141918 1087
HM141919 1099
HM141920 1088
HM141921 1121
HM141922 1121
HM141923 1108
JX003263 1085
JX480631 1090
JX480632 1090
JX480633 1090
JX480634 1090
KM247554 749
7o
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NC001450
A5008196
AB008197
AFO16316
AF028231
AF028232
AF247394
327877
AF327878
AR790275
AP

GU385353
Cu3BsIsa
CU38SISS
GU385356
Cu38s3s7
GU385358
CU385359
GU385360
CusssIe:
cusssie2
Cu38s363
GU385364
GU3B5365
HM14

HM141910 8

HM141011

Ixes0611
Jx480632
Ixa80633
IX480634
XM247554
KM247555

Consensus
lon

Conservaton

selt
Sequence logo
vare

NC_001450
A5008196
AB008197
AR016316
AFO28231
AF028232
AF247394
AF327877
AFRRTETS
AR790275
EACCIP
BAVCG
ERO1866
GU385353
GU385354
Cu38sIss

CU3ss3ss
GU385359
GU385360

61

CU385364
Cu385365
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM1£1917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141821
HM141922
HM141823
JX003263
Jx480631
JX480632
JX480633
Ix480634
KM247"

554 -

KM247555
Cornsensys
Consenvation

Sequence logo

NC.001450
AB008196
A2008197

AR790275
BACGIP

HAVCT
ER01866
GU3B5353
Cus853s4

CU38s3se
cu3ssise
Cu385360
GU385361
GU3B5362
Cu3ss3eld
GU385364
CU3B5IES

ATe(TCOATCTe (G

1460
¥

Bt

IGC|
IGC|
GG GG

it

ki

FEEFEE

b

EEEEE
ket

)
=

EEEE

:i

aoacanasasa
far}

oooa
ggoga

anacoaaanan
naaaoaa

T
-ACAATG-

g

a

5
aacoananaacasanaaaanabanaBaB0anaaa0BaOaBaGaBaan

o o i o £ 0 0 0 0 B 3 B 0 £ 0 N 1 £ 0 0 1 01 01—
e EELPRLELPLPPLPLRL L Pl
PEE = PRERERRRRRERE
=t ek I:::t:::;:j:[:t:E}:::tq:x:t;L
g335=2 2 &
e ik
FHEFEREEEHEEREEE R

- i
-CCAAAGAACC
T
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P

NCo01450 I TG
AB008196 Gl
AB008197
AR163 16
AFO28231

cusssIsy
GU385354
cusssass
GU385356
Gu38s3s7

GU385362
GU385363
GU385364
CU385365
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HW141914
HM141915
HM141816
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141623

JX003263

Jx480631

Ix450632

Jxa80633

! { 11 | < I T
1X480634 1 1 G CHNAG B | 1 IABEAECA)
KM247554 BT G ENCH { h I

Gl Cl d 1 GRBGGG) GGl 1 ABAG GRTC
TTGAGGCCAGAAGATACAT TAGAAGAGAAAATG TATGCATGTAGAGATATTGGCACTATCAAACAAAARATGGCAT
T

won [T T o PO LT LT T el e T T T T T A T T T T T T [ | [
e, TG GG CCTMTCACCH T e CCRRCATIATTACRACA AT TRTCCATGACRATICCcKrnechACAMGATGecT AT 00k

a0 2040 2050 2030 2300 210 2100
NC_001450 1743
0819 1686
A3008197 1697
AFO16316 1668
AFO28231 1686
ARO28232 1684
AF247394 1693
27877 1679
AF327878 1698
AR790275 1690
EINCCIP 1649
EIAVCS 1683
01866 1743
cu3ssIsI 1693
GU3 85354 1693
cuzssiss 1693
GU3 85356 1693
Cuzgsasy 1693
GU3 85358 1692
Cu3Bs3I5O 1693
GU3 85360 1692
Cu38s61 1693
GUss362 1681
GU3 85363 1681
GU3 85364 1681
CU3 85365 1681
HW141808 1682
HM141910 1682
HM141911 1688
HM141912 1682
HM141913 1704
HM141914 1698
HM141015 1698
HW141016 1687
HM141917 1702
HM141918 1670
HM141918 1682
HM141920 1671
HM141921 1704
HM141922 1704
HM141923 1688
JX003263 1668
1x480631 1673
1X480632 1673
1X480633 1673
X4 80634 L 1673
KM2475 54 ¢ 1 1332
KM247555 G G 1 G} TGTGG) I Gl ATATECTRAGTGTACGG] IGH 1332
Consensus GCTGGTCCTA CCTTAG-GGGCGAAGCAGAC- ATGTTATAAT TGTGGA- -~ AAACCA CATTTTTCTAGTCAATGTAAAGCACC -AAAGTATGTTTTAAGTGCAAAC
cowenaten [ [T TH TR T IO O] I THTRI T ol oed TR TTATITEI T

il T T HTTTI
ssasce 3 (ol ATMeCCallNimATT R ACCoCCaCCerThe efCCoxnelheAC  ATCTATARETCICG:  MaCCACCA (ATTMUA‘CT[AATGTAI.AGEACC AARSTTCTTTThne TCeAAAC

cusasyss
GU385356
GU385357
GU385358
cusssise
GU3 85360
Cu3BsI6L
GU385362
GU385363
GU385364
Cu3ssIes
HM141909
HM141810

ononnonnonnOnKONODONODADOOODADOOODNOD0000
R ERAAR0O0OMABOBANAON0ANA OO0 MBSO O O S E.——-—
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NC_001450

E01866
GU3B5353
GU3B5354
cu3ss3ss
CU38S356
Cu3ss3sT
GU385358
GU3BS359
GU3BS360
CU3BS36L
Cu38s362
GU385363
GU3B5364
CU3B5365
HV141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HML41914
HM141915
HV141916
HM141917
HML41918
HM141919
HM141920

R

Tk
133

NC_001450
2008196
AB008197

AFD16316
AFO28231

GU385353
GU3Bs354
GU385355
CU3BSISE
GU3Bs3ST
GU3Bs3SE
GU385359
GU385360
GU385361
cu3esae2
GU385363
GU3BS364
GU385365
HM, 9

x480631
X480634
KM247554 {
KM247555 44 Gl ITHABTY
Comsersus TATAATAGGTT

Consenation

o
Sequence logo

2620 260 2650 260 a0 27 00 2760
NC001450 - 2258
ABODB1 - 2207
AB008197 - 218
2016316 - 2183
7028231 - = 2201
2823, 2199
AF247394 2208
AF327877 2188
47327878 n 2207
AR7S0275 G 2199
EIACGIP G}G 2164
EIAVCG GG 2198
EI01866 GIG 2258
cu3ss3sy G 2202
Cu3ss3se C 2202
GU3B535S G 2202
GU385356 G 2202
cusssy o 2202
GU385358 G 2201
Cuzss3se G 2202
GU385360 G 2201
CU3 85361 G 2202
GU38s362 G 2190
Cu3ss36l c 2190
GU38S364 (4 2190
Cu3Es365 G 2190
HM141909 G 2188
HM141910 G} 2188
HML41911 G 2194
HWL41912 c 2191
HM141913 G 2213
HM141914 G 2207
HML41915 G 2208
HML41916 c 2196
HW141917 G 2211
HML41918 C 2179
HM141919 G 2188
HVI141920 G 2180
HM141921 G 2213
141922 G 2213
HM141923 G | 2197
1X003263 | G | ! I IAA) i HGGl 2174
1X430631 GTHGANAL | AT RARCE RN INRRACAT TAAGHI 71 2191
1X480632 GETGCNG G G ! CTTHC ! 2191
Jx450633 HBGG! Gt G TN G ) BAK 3 GETGTTEGTECEGGH! WCGGGHGEG 2191
Jxaso634 ENGC! G TAETI AW G CITHGY (CTHAI ECCCCl 2101
kmza7554 EEGCONEECEGGCN- G| AR l ! Rl ’ccnc GHG 1850
KM247555 CEBTTGRCGCN- TG G e CHC] GGl CTTEC Gl AETBTETTCGCONGRG 1550
Consensus CAGGTATTGTTGG CACTTACTATT TTCCGGCGAC
o
comsenason. |1 ITTIH G
s (1L Lol
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NC_001450
ABO08196
ABO08197
AFO16316

Gu3ss3s3
Gu3ssise
Gu3ssiss
Gu3Es3sE

GU385360
GU3B5361
Gu3ss3ez
GU385363
Gu3ssi6a
GU385365
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923

1X003263

1X480631

L
KM247554
XM247555

Consens,

¥

|

EEE R

T aa
g85a85acaana

23

Cons, mni;.: ﬂ

TCAAGAATTAGH

3
Sequence ogo A

NC 001450
ABO08196
ABO08197
AF016316
AF028231
028232
AF247394

GU3B5353
GU3B5354
GU385355
GU385356

CU385357
GU385358
GU385359
Gu385360
GU385361

cu3ss363
P cussiee
cuassses
HM141909
HM141910
HM141911
HM1a1912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918

1003263 8
JX480631
1680632
1X480633
JX480634
247554
XM247555
Consersus
Conservation

Gu3BsIs3
Gu3ss3sa
Gu38s3ss
CU3B5356
Gu3ss3s?
Gu38s358
GU385359
GU385360
GU385361
Gu3ssie2
GU385363

HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916

HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
1X003263
10631

55
XM247555
Consensus

1 \ Beokets
AATAACCCCAAGAGAAATTAAATTAAAAACAGGCACAGT AG

T

EEEEEEEE
EEEEEEEE R

o - =

R

efERE

=

EE

Tk

0006000000000 00B0A0000

Canservation
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3200 3360 280 3300 o 3340 %0 30
NC_001450 NG
AB008195 1 1 r} |
AR008197 | : 1 2644
AFO16316 { | i
AFO28231
AF028232
AF247334 GHCCRTTRR) 1 ! !
AF327877 GGG ! 11 i) 2634
AF327878 1 -
AR790275
G

EC
g%

FF

FE

EEE
1]

EAVCG
EN01565
CU385353
Gu3ssisa
Cu3BsIss
CU38SISE
GU:
Gl

e

Eisi
g
=

Gl
GU385360

GU3B5361 GGG
GU385362 GG

CU38SIE3
GU385364

S3Ezazzz

EEEFEE

g

FEEEEEE

X480632
480633
JX480634 1 1 A il

KM247554 TG G GGG T | 2276
KM247555 {LLE L] BCEATATT THNREATEN-BTTTH EECHETTTECAREA 2276
Consensus

Erbhin

Conservation

Sequence logo

NC_001450

AF327877
AF327878
AR790275

BAVCEG
ENO1866
Gu3ssIs3
GU385354
CU38535S
GU385356
GU385357
GU385358
GU385359
GU385360
GU385I6L
CU3YSIE2
CU38s3E3
GU3B5364
GU3BSIES
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141513
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
1003263
Ix480631
JX480632
Ix480633
JX480634
XM247554
XM247555

AR790275

BAVCG
1866
GU385353

GU385355
CU38SISE
Gu3Bsis?
Gu3Bsise
c

Gl
cuzssica
GU3B5365

HM1L
HM141819
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923

JX003263

RM247554
KM247555
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NC_001450
AB008196

GU3B5357
Gu3gsIse
CU385359
GU3BSI60
GU385361
Cu3BsIE2

HM141922
HM141923
JX003263
Ix480631

NC_001450

AB008157

AR790275
BACGR

HAVCG

101566
Gu3ssisa
Gu38s3se
Gu38sIss
GU385356
GU385357

CU385358
GU385359
CU385360
CU3BSI6L
CU3NsIE2
Gu38sI63

IX480631
IX480632
1X480633
JX480634
KM247554

NC_001450
AB108195
A2008197
AR16316
AF028231
AFO28232
AF247394
AF32T8TT
AF327878
AR790275
>

EAVCG
EN01866
cu3esIsy
Gussise
GU385355
CU3BSISE
GU3B5357
GU3B5358
GU3B5359
GU3B5360
Gu38SI6L

GU3B5364
CU3BSIES
HM141909
HM141910

JX003263
Jx&80631
Ix480632
Jx480633
JX480634
KM247554
KM247555
Consensus

Conservation

o
Sequence logo

3860

aaa

ggssagaasscascia

ao=ooa

aaao

3780
|

Tt

M el T

CCARTTAGRST (T

MscACCRACw TAAATCAT

S8a

EEEEEE T

Taﬁﬂlﬂﬂﬂﬂﬁﬂ!ﬂﬂiﬂﬁwﬂﬂji

“EEE R

T

4553

T
Il
i
T
T
I

R R R

e

=

PSS S SSS
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NC_001450 3358
AB008195 3307
AB008197 3318
AF016316 3283
AF028231 3301
AFO28212 E 3299
AF247394 3308
AF327877 IF 3288
AF327878 1307
AR730275 3296

3264
EAVCG 3298
EROLBEE 3358

GU3B5353 3302
GU3B5354 3302
GUIBSISS 3302
GU3B5356 |GGl 3302
GU3B5357 GGl 3302
GU38S3ISE Gl 3301
GU3B5359 GGl 3302
Gu3ssiso GGl 1301
GU385361 GG 3302
Gusssiez cc| 3290
GU385363 GG ¥ 3290
GU3B5364 GGl 3200
GU385365 GGl 3290
HM141909 GG 3288
HM141910 GG 3288
HM141911 ccl 204
HM141912 GG 3201
HM141913 GGl 1313
HM141514 GG 1307
HM141915 GCH 3308
HM141916 GCRI 3296
HM141917 GG 33
HM141518 cGl 1279
HM141919 GG 3288
HM141920 GG 3280
HM141921 BGGH 3313
HM141922 GG 3313
HM141823 GGl 1207
1X003263 GG 3274
1X480631 GG 1201
1X480632 GG 3201
JX480633 GG 3291
JX480634 GG 1281
KM247554 1) GG 2950
XM247555 | -GHN ! Gl GG 2950
Consensus  AA- CATTCAGCAAGCTCACGCATT -CCAATATTATAACCCACAACAAGA - - TC AGTCNCAAGGAA- -TATTGTGCGCAGCAAACAAAATT

. T T I] W I -

i T TRC e T TR

T MR AT AT
AR cATTeheeAsCTCASCCATT eCANTATTATARCCCACANCRACR  ReranlelCCAGAT  TORMTTACHAA

: SiiFil
GAR T e COCCACMeARRATT

[
WATTATCAGCCeRe rTATAT nT MAACR-TC. Chke

v

am 4390 <60 43%0
v \ g
NC_001450
08

14

AB008196
AB008197
AFO16316
AFO28231
AR028232
AF247334
AF327877
AF327878
ARTI0275

BACGI

EAVCG

ENOL8ES
GU3B5353

GU385359
GU385360
Gussse: B
GIRRSI62
GU3Es363
Gu3ssI64
GU3B5365
HM141909
HM141910
HM141011
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
1X003263
JX480631
1X480632
1X480633
1X480634
KM247554 I (A !
KM247555 - -

Consensus AT -GTTATTGTTACAACATG

[T TR aTEITTTRTE [ TATEIT
(R CCCeAT MASCCATCCTCe - cCACARARRATETAAT (rTATTeTTACAACATE

t 1 t . 8|

Gl T - BTT IGGNG! -HGal L 30
TAGCCACAGAAAGT -ATTGTTAGAATTGGAACA CCAAAATTTA---AAGTACCTTTTAC

HT T o T IT THITTTIT
TulCeACACAACT Aﬂ’?u‘_';AATfEEAA:MET[CAAXJHA AaCTACCHTITAC

a0 500 s 4540 500 50 o500 820

NC_001450
ABI08196
AB008197

HM141911
HM141512
HM1415913
HM141914
HM141915
HM141916

H

HM141923
JX003263
JX480631
»

¥

JX450634
XM247554
XM247555
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GU3B5355 = IGGG
CUSJSISG 'GGEGGC
GGG

GUIss 364
GU3B5365

I
(heMde TAMCAAMMC TTACGACCTCTACTCATCAee TCCrCA

am a0 820 a0 860 4 4300 400

GU3BS3SS
CU3IBS3SE -
GU385357
GU3BS358
GU38535!
CU3BS360 -
GU38536]
GU3B5 362
GU385363

KM247555
Consensy

4840 . 950 5000 5.0 040 5,090
| "
--GGG 3913

EU01866
GU3BS3S3
GU3BS354
CU3BS3SS
GU3BS356
cu3ss3s?
GU3BS3S8
cu3ss3se EEN
Gu3ss360
cusss3er [
GuIss 362

cu3ss3es Wl
GUIBS364

CU3BS36S
HM141909
HM141910

1x003263
Jx480631

480632

Comsemsus CCACACAGCCC- CTGCTGCCCAATAAT TCAAAATAT -TAG GGCTAAAGAAAT- nunrrcc -- -TTGGGT ----CA c TCACAAA-

cosemmrs [T TG il Il nl]]lllllllml 1111 Inlllllﬂﬂ i
seaoce 0 ((heh A eICCTCOCCATAAT CAAATAT vt ccerhalAar  oTTTATTITCC TTGET AC CalCrChets (G
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100 s e saa0 B sag 52
NC.001450 T 1 ! v 1 - | ! - 4050

cu3ss3ss
GU38S356
cu3ssasy
GU385358
GU38s359
GU385360
cu3es3er
GU385362
CUIBS363
GU385364
CU3BS365
HM141909
HM141910
HM141911

A Raaanansnnancaanasoaansasaaasasanasaas

Consensus

Conservation

5200 5200 5280 300 s320 3340 3300 s3m
i ) ) } i

Cl38s353
cuzss3se N 1 A 1 ] 4B A
GU385355 1} 1 { IETGITTTG! | I’ L LY A ! 4127
GCU38S356 { A GEFTTGG ATH A 4127
GU385357 i ITTTGGETG GG G GGG TRGARGEN 4127
cu3ss3se 1 EETTGCRNCS - GG ! - 1 4126
GU385359 1l | - ! T L H GHN 4127
Cu3ss360 AT A - 426
GU385361 1 TG G G 1 | 4127
i ! . GGG I TTGEYG!

onoaonanooaaanaa
s

GU385365
HW141508
HM141910 I
HML41011
HM141912
HM141913
HM141014
HML41915 8
HM1L41916 A T I

HM141917 - 1 cacl 4136
HM141918 - | 11 -ARERBRICTTTITGGRTGG | 1 1 - - IGORGC BT Al 4104
HM141915 T 1 ! 8 1 AT | v A '8 1 a3

-4
£

i
-

EEEE
s

IRRRRRRAATTAT AR ! 1 AT} ! IR CA ATEAS = G
Kkmza7sss Ml IGGGG) Yl ! | { 3775
Consensus

Cu»sawamn

(TR TR T ]
N e

500 5420 540 5450 saw 5500 5520 s
NC_001450 I

ER01866
cu3Bs3sy
CU3IBS3SA

b

o
g
2
g
&
e

GU3ss361

oo
&5
22
g8
ag

=

1X003263
X480631
IX480632
1X450633
X480 34
KMZ47554 { T (AEAEE]
KM247555 u G

Consensus ruvmuruuccucu TCA-AATGATAAACAAAT

ot sHlil] [ TR T e
seeiz, (. TAeACA GMAATMA cmm ACTAA;;H ;MAEACTM@AHAM wnAm“E_M AA, e TTTCCACKAT TAAT&MATTA(ACCMCP. T MmA A(Am
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NC_0D1450
AB008196

AF327878
AR790275
EIACGIP
EIAVCC
101866
GU385353
GU38S354
GU385355
Gu3Es3ISE
GUIBS3ST
GuaEs3se
Gu3ss3so M
GU385360
GU385361
Gu3ss362
CU385363
Cu3es3es
GU385365
HM141908
HM141910
HM141912
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916 [
HM141917
HW141918
Hu141915
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
AXOO!ZGi

80631
Jxaws;z
631

<l GHET i CRTHNI
Consensus ['CGGATCA— AAATAAAACA YCVCAAACGGG- AGAYAAACCCY?YC

sawrig JGC MuA AAATAAAM TCTCAAA‘%C( i TAAACC .TTTE

5700 520 50 5750 s 5500

GU3BSISS
GU385356
Cu3ssasy
GU3B5358
GU385359
GU385360
GU3ss36L
Cusssse

an

364
Classaes
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HML41914
HM141915
HM141916
HM141017
HM141918
HM141915
HM141920
HW141921
HM141922
HM141923

JX003263

Jxa80631

Ixag0632

1X480633

JX450634
KM247554

KM247555
Consensys
Consenvation

GU385356
GU385357
Cu3ssISE

GU385361

GU3B5362
Cu3ss36)
GU3Bs264
GU3B5365
HM141909
HM141910
HML41911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918

REAE) i 7 ! a i

04 G: ﬂ 8-
1480634 CHEH) les»
KM247585 H AT Al - gl

Consensus cccrnnrccnncc-

anococonacacaaacoonaa

|
Gl
Gl
c|
cl
Gl
B
G
G
CIN
|
|
|
G
c
{9
c
G
C
G
cl
G
GTAG!
G
C
cl
c
G|
G
G|
Gl
c
cH
G
|
c
C
C
G
G|
G
|
cl
CHl
|
g
Gl

s
G
{1
i
Ci
Gl
G|
Gj
C
CRTT
Gj
Gl
Gl
G
Cl
C
G
g
G
Gl
G
CATT
Gi
Gl
Gl

il
AATCATTGGCAGGCTGATTGTACACATTTA

€000
0

o
Consenation

Sex I ‘ [ r ( ]' ! ~ r
s | ULIALe UL . v \ eufnlly
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NC_001450
AB008196

CU38s3sa

Cu3ssiss

CU385360
GU385361
Cu3ssiez
Cu3ssie3
CU385364
GU385365
HM141909
HM141910
HM141911

Cu38s3el
GU385363
GU385364
GU3B5365

1x003263
Jxas0631
632

Ixa80633

Jx480631
1x480632
1480633

GTACTAATTTTGTGGH

CAGA--CTCAGTACCAAATCTGTTGAAAT TCCTGAAGGTGACACATACTACACGAA TAC!

=

a:

FE

B

EEEE

£EEFH

GABNG ci Gl
CTTATCACCCAGAGAGCCAAGGCATTG TGGAAAGAGCAAACACGACATT

TG

T R AT

CrACMTTITGT

<l c|
TGAAGAACTTTTATTACAACAAGCACA/

CAR TG MATeT oM Te el exchCNAGACNGAITC

=

Rananaanan
888! 88680aaaa0080a
Lﬂgﬂﬂiﬂ!ﬂiﬂﬂ!{lLlﬂﬂﬂﬂ!ﬂ!lﬂﬂ
228 4a888a833852238

n

seaazz
EananE

gsadag

T TR TR T H TR AT T
(TR ARG CTTe TG

TN

¥aarc)
GCEC
Gorci

G
ATCTTCCAAAAAATTTTGTTTTTATAAAATTCCTCGT - AGCATAAT

Jell

EREE

EEERE

Shih

EEE

+

FEEEE

:

Tl
GACKHA

O om0
gog00ag00000000a00
s -

CATCCACCAGTAGTCGTCAATCATGANGAAAAAGGAATAATT - -

2 MOk TACK CARCCC

[THIH ‘ [T I
AICe T CAARARATTTTCTTTTTASARMAT£CCTCGr  CAeCATAATTCOARG(C

> =

I
q

LTI
hehUalTesTCTCCARACETC

T

[0
ATCCRCCAGTAC

[
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6w 6560 520 6360 w360 580 w00 w620

NC_001450
08196
AS008197

-

Cu3gsise
GU385359

FEFERH

EEE]

GU3BSIOS
HW141909
HM141910
HM141911
HM141012
HM141913
HM141914
HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141918
HM141920

E_‘

}

L

GU38s3ST
Cu3BsIsE
CU385359
GU385360
GU385361
GU385362
CU3EsI6l
CU3B5364
Cu3BSI6S
HM141909
HM141910
HM141911
HM141012
HM141613
HM141914
HM141915
HM141916

ShaannonannnanOaOOO0O000

ooa
Gooasacacaacascanaacananasaaa

e e

Sananonn0a

10
CU!GHS!
GU385354
CU385355
GU385356
cu3ssisy
GU385358
Cu3BsIse
GU385360
CU3BSI6L
GU385362
GU385363
GU385364
CU3BSI6S
HM141908
HM141910
HM141911
HM141912
HM141913
HM141914
HM141015
HM141916

S=a

3

1 T
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NC_001450

AR7S0275
EIACGIP
EAVCC G

ENO1866

Cu3ssisy

CU3853S4

CU3BS3ISS

CU385356

GU385357

GU385358

Cu3Bs3se

CU3Bs3I60

Cu3ssi6:

GU3B5362

CU385363

CU3ES3I64

GU385365

HW141909

HM141910

HM141911

Hu141912 MGGl

HWM141913

HM141914

HM141915

HWM141916

Hy141817

7100 720 "4 7,360 7,200 7320
| ¥

AR790275

BAVCG

ENO1866
Gu385353
GU385354
Gu3Bs3ss
Cu385356

Gu38s359
GU385360
Gu3B5361
Gu3ss362

R

88833338a33388

HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
Ix003263
JX480631
Jx480632
JX480633
JX480634
KM247554
KM247555

883888

z
E
:‘
&
4
s
a EERRERE
I e S e e e e

==

EREEE

NC_001450
AB005196

aaa

=

Soesoanaas

PSS S

ENO1866
Gu38s353
Gu3Bs3Se
Gu3Bsiss
Gu3Bs3se
Gu3ss3s?
Gu3Bs3s8
Gu3Bs359

ottt

GU3B5I62
GU385363
GU3B5364
GU385365
HM141909
HM141910
HM141911
HM141912

3 o e e e e G 3

o

SEEERERRERREEEEREGEERY:

HM141915
HM141916
HM141917
HM141918
HM141919
HM141920
HM141921
HM141922
HM141923
1X003263

80631

a Lh Soomocoo o
¢ 3 e 3 O O v ¢ O O e e e B e
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NC_001450 6054
ABO08196 5995
ABAO8197 6012
A016316 - 6019
AF028231 6019
282 5032
AF247394 - 65044
AF327877 - 5033
AFI27878 - 6046
AR7I0275 - 6035
® 5000
EAVCG - 6034
1866 65094
Cu3ss3s3 - 6041
Gu3ss3sa - 6041
GU385355 - 5044
CU38s3s6 - 6041
Cu3ss3s? -| 6041
GU3BS3SE - 5040
CU385359 - 6042
CU3ss360 -| 6040
GU385361 - 6041
Cu3ssiez - 6035
GU385363 -| 5035
3853 5035
Gu3ss36s - 5035
HM141909 -| 6030
HM141910 5030
HM141911 6036
HM141912 6033
HM141913 5052
HM141914 5045
HM141915 6047
HM141915 - 5035
HM141917 - 6053
HM141918 - 6021
HM141919 -| 6030
HM141920 -| 6019
HM141921 - 5055
HM141922 -| 6055
HM141923 - 5036
1X001263 - 5004
IX480631 60S8
1X480632 6058
1xas0633 | 6055
IX480634 - 6049
AM247554 T ! LT IABGEANKRAR | AT GAl 5717
KM247555 GGGHRTGGG G Ll G Gl GRBTG) 577
TTGTAGTAACAATAGTTGTGAAGAGTTT ATCAGACAGAAAATGCAATAACTATATTGGTCCCAGAAGTAGA,
6232
6133
6150
6157
6157
6170
6182
5174
5187
1 6176
6138
6172
6232

cu3ss3sy
GU3BS354
Cu3ssass
GU3B5356
GU3B5357
GU3ssaSE
CU3BsISY
GU3BS360

GU3B5363
GU3B5364
CU385365

I
el CTARseRuC: TOCG

HITTHD T
(Cohe el

EEEEEE

EEEEEEEE

EEEEH

anonananooa
aeasaaaca8a
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