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RESUMO

O cancer de colo de utero ¢ o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres vivendo em
regides em desenvolvimento. A principal causa de cancer de colo de utero ¢ a infec¢dao por
papilomavirus humano (HPV). O objetivo deste trabalho ¢ investigar o papel do uso de
codons sindnimos na evolugdo do papilomavirus humano e seu hospedeiro, utilizando as
diferentes variantes virais, visando identificar possiveis padrdes adaptativos associados a sua
patogenicidade. Foram calculados para este estudo a utilizagao relativa de codons sindonimos
(RSCU), niimero efetivo de codons (ENC), analise de componentes principais (PCA), anélise
de correlagao e analise de agrupamentos. Foi verificado um viés na utilizacao dos cédons em
HPV, evidenciando que a frequéncia de cddons sindnimos ndo ¢ a mesma para 0 mesmo
aminoacido. Os diferentes géneros de HPV mostram uma utilizacdo de cddons semelhantes
entre si, porém ndo coincidente com a do hospedeiro, corroborando com resultados de
pesquisas de outros autores. O género Alphapapillomavirus apresentou uso de cddons
diferente dos demais géneros. Esse género possui os tipos de HPV de alto risco, e essa
utilizacao diferenciada de codons pode estar relacionada com a sua adaptagdo ao hospedeiro,
permitindo aos virus de Alphapapillomavirus graus maiores de patogenicidade. Outros
estudos ainda precisam ser realizados para que se determine as possiveis relagdes entre os
padrdes de uso de cddons em HPV, sua diversificacdo, e a associagdo com os diferentes niveis
de patogenicidade dos diferentes tipos e variantes virais.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer de Colo de Utero

O cancer de colo de utero ¢ o segundo tipo de cancer mais comum em mulheres
vivendo em regides em desenvolvimento. Em 2012, foram registrados 528.000 novos casos
de cancer de colo de utero e aproximadamente 266.000 mulheres morreram vitimas desse tipo
de cancer no mundo, sendo que mais de 85% dos casos ocorreu em paises de baixa a média
renda (WHO, 2014). No Brasil, estima-se que 18.503 mulheres sdo diagnosticadas e 8.414
morrem a cada ano vitimas de cancer de colo de utero (INFORMATION CENTRE ON HPV,
2014). A principal causa do cancer de colo de utero ¢ a infeccdo (livre de sintomas,
persistente ou cronica) pelo Papilomavirus Humano (HPV), que ¢ a infec¢do sexualmente

transmissivel mais comum no mundo (WHO, 2014).

1.2 Propriedades Gerais do HPV

O HPV ¢ um virus da familia Papillomaviridae, ndo envelopado, com didmetro de
aproximadamente 55 nm e possui DNA circular de fita dupla, com aproximadamente oito
sequéncias de leitura abertas (ORFs ou genes), envolto num capsideo proteico composto por
duas proteinas: L1 e L2. Essas duas proteinas estruturais sao transcritas pela regido tardia (L)
dos genes e as proteinas E1, E2 e E4 (regulatérias), que modulam a transcrigdo e replicagao e
ES, E6 e E7 (oncoproteinas), que modulam o processo de transformacdo sdo transcritas pela
regido precoce dos genes (SANTOS, ROMANOS & WIGG, 2008; IARC, 2005; SANGAR et
al., 2014; DE VILLIERS et al., 2004), além também de uma regido nao codificante, chamada
de regido longa de controle regulatério (LCR) (BERNARD, CALLEJA-MACIAS & DUNN,
2006).

A familia Papillomaviridae ¢ divida em 29 géneros, que infectam a maioria dos
mamiferos e aves (DE VILLIERS et al., 2004). Os papilomavirus (PVs) encontrados em
humanos sdo divididos em cinco géneros: Alpha, Beta, Gamma, Mu e Nupapillomavirus. O
género Alphapapillomavirus causa lesdes cutdneas e mucosas, e inclui tipos de alto risco
(associados ao cancer de colo de utero) e baixo risco (associados a lesdes benignas). Os
géneros Beta, Gamma, Mu e Nupapillomavirus causam, principalmente, lesdes benignas (DE

VILLIERS et al., 2004; BERNARD et al., 2010; DOOBAR et al., 2012).



O gene L1 tem sido utilizado para identificacao de tipos, subtipos e variantes, por
ser o gene mais conservado. Um tipo € reconhecido quando a sequéncia de DNA do gene L1
difere mais de 10% dos demais tipos. O termo espécie € usado para designar um conjunto de
tipos que apresentam identidade de 60-70% nesse gene. Subtipos sdo definidos quando,
dentro de um mesmo tipo, existe diferenca entre 2-10% e variantes quando, dentro de um
mesmo subtipo, ha divergéncia de menos de 2% (DE VILLIERS et al., 2004; BERNARD,
CALLEJA-MACIAS & DUNN, 2006).

Foram completamente sequenciados mais de 200 tipos de HPV, que causam
diferentes lesdes em diferentes locais do corpo (DOOBAR et al., 2012; WHO, 2014; IARC,
2005), porém o orgdo genital feminino ¢ o mais atingido, principalmente o colo do tutero
(BICHO, 2013). Doze tipos de HPV (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) foram
definidos como tipos de alto risco, por serem causadores de cancer (DOORBAR et al., 2012).
Porém, mais oito tipos foram incluidos nesta lista (26, 53, 66, 67, 68, 70, 73 e 82), sendo
encontrados em casos raros, totalizando 20 tipos de HPV carcinogénicos (ARBYN et al.,
2014). Os tipos 16 e 18 sdo responsaveis por 70% dos casos de cancer de colo de utero no

mundo (WHO, 2014) e 68,5% no Brasil INFORMATION CENTRE ON HPV, 2014).

1.3 Ciclo de Infeccdao do HPV

A infecgdo causada pelo HPV ¢ exclusivamente intraepitelial (BICHO, 2013) e
sua replicacao ocorre no nucleo celular do hospedeiro, utilizando a maquinaria celular para
seu proposito e adaptando-se ao tecido natural do hospedeiro (SANGAR et al.,, 2014;
SANTOS, ROMANOS & WIGG, 2008). A populagdo viral pode permanecer por longo
tempo no hospedeiro sem causar danos, indicando que ocorre um balango entre a replicagao
viral e a tolerancia imunologica na interac¢ao virus-hospedeiro (DOORBAR et al., 2012).

O ciclo de vida se inicia pela infeccdo das células epiteliais (queratindcitos)
basais, que frequentemente levam a microlesdes, que podem ser visiveis ou ndo. Porém
alguns tipos de HPV necessitam da presenca pré-existente das microlesdes para infectar a
cé¢lula (DOORBAR et al., 2012; DE VILLIERS et al., 2004; IARC, 2005). O reservatorio da
infeccdo ¢ formado pelas células basais infectadas, onde o genoma viral ¢ mantido,
dependente das proteinas E1, E2, E6 e em alguns casos E7, em um baixo niimero de copias.
Os tipos de alto risco possuem a habilidade de persistirem por anos, por razoes ainda nao
conhecidas, e conduzir a proliferacdo celular nas camadas basais e parabasais em alguns

locais infectados. Estas células se dividem, produzindo células filhas, que sdo empurradas em



direcdo a superficie epitelial. Nas camadas médias, as proteinas necessarias para a
amplificacdo do genoma se tornam elevadas, o que permite que a amplificacio do genoma
ocorra. Estas células expressam a proteina E4 viral e estdo geralmente na fase S ou G2 do
ciclo celular. Nas camadas epiteliais superiores, as células saem do ciclo celular, € em um
subconjunto de células E4-positivas, as proteinas L1 e L2 do virus sdo transcritas, permitindo
a disposi¢do dos genomas virais amplificados (SANGAR et al., 2014; DOORBAR et al.,
2012).

Antes da reinfeccdo, o virus necessita ser liberado no meio ambiente através da
superficie epitelial e sobreviver extra-celularmente. A liberagdo pode ocorrer dentro de uma
escama cornificada, o que melhora a sobrevida extra-celular do virus. Isso pode causar o
comprometimento da detec¢do imunologica do virus e a consequente limitacdo da
apresentacao de epitopos virais para o sistema imunitario nas camadas epiteliais inferiores

(SANGAR et al., 2014).
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Fonte: modificado de STANLEY, 2012

1.4 Evolucao do Papilomavirus

Uma linhagem de PVs, provavelmente com tropismo mucoso, deu origem ao
supertaxon compreendendo Alpha e Omicronpapillomavirus, que inclui virus que infectam
primatas, carnivoros, suinos e cetdceos. Uma segunda linhagem deu origem a um grande

clado de PVs, principalmente com tropismo cutaneo, incluindo Beta e Xipapillomavirus, que



infectam primatas, roedores, carnivoros, ruminantes, ouri¢os e marsupiais. Uma terceira
linhagem deu origem ao supertaxon de Delta e Zetapapillomavirus, que infectam
perissodéctilos e ruminantes. Uma quarta linhagem deu origem ao supertaxon de Kappa e
Lambdapapillomavirus, que infectam primatas, roedores, lagomorfos e carnivoros (BRAVO,

DE SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010).

Omikron

gl

e

%
ey

s

Epsilon
Dyoiota
Zeta

Fig. 2 — Arvore filogenética de papilomavirus
Fonte: BRAVO, 2010

E possivel que muitas linhagens de PVs ndo-humanos foram extintas, mas ¢ dificil
explicar esse padrao de extingdo dado o grau de diversificagdo de PVs observado entre os
seres humanos (SHAH, DOORBAR & GOLDSTEIN, 2010).

Apesar de mamiferos serem infectados por diversos tipos de PVs, ¢ pressuposto
que os virus sdo transmitidos somente na vertical (para descendentes) e sdo hospedeiro-

especificos. Portanto, patégenos de humanos t€ém origem em patdégenos de primata, o que



significa que o ultimo ancestral comum de Homo sapiens foi infectado (IARC, 2005;
GOTTSCHLING et al., 2011).

Papilomavirus pode ter coevoluido estreitamente com seus hospedeiros mamiferos
(BRAVO, DE SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010; GOTTSCHLING et al., 2011). Porém,
os PVs que infectam as mesmas espécies muitas vezes ndo sdo monofiléticos, mas
parafiléticos ou polifiléticos, como o HPV, principalmente Alphapapillomavirus, que tem
parentes proximos em diferentes espécies hospedeiras, nao-humanas (IARC, 2005; BRAVO,
DE SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010; GOTTSCHLING et al., 2011). Além de que alguns
grupos sdo congruentes com o tdxon correspondente dos mamiferos infectados por eles,
porém muitos nao sdo agrupados de acordo com a filogenia de seus hospedeiros (IARC, 2005;
GOTTSCHILING et al., 2007).

Entretanto, coevolucao ndo ¢ um mecanismo suficiente para explicar por si so este
padrdo de evolugdo, apesar de explicar quase um terco de todos os eventos para conciliar as
historias evolutivas de PVs e seus hospedeiros. Outros mecanismos também contribuiram
para a diversificacao de PVs, como radiacdes adaptativas (duplicagdes) e ocupacao de novos
nichos ecologicos, assim como recombinacdo, apesar de o potencial de recombinagdo de PVs
ser considerado baixo, além de convergéncia de genomas assimétricos impulsionada pela
selecdo intensa ¢ utilizagdo de codons sindnimos (GOTTSCHILING et al., 2007, BRAVO,
DE SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010; GOTTSCHLING et al., 2011; BRAVO & FELEZ-
SANCHEZ, 2015).

A transferéncia de hospedeiro acontece quando ou a totalidade ou parte de um
genoma viral adaptado para uma espécie hospedeira infecta outra, resultando em uma
linhagem estavel no novo hospedeiro (SHAH, DOORBAR & GOLDSTEIN, 2010). A pele de
mamiferos pode ter fornecido novos habitats para os virus, sob a forma de novos tipos de
células ou de novos microambientes histologicos e novos nichos ecologicos (BRAVO, DE
SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010). A estreita relagio evolutiva pode facilitar infecgdes
virais em um novo hospedeiro, com taxa de reproducdo baixa. Porém, a infec¢do viral pode
também ocorrer em hospedeiros distantemente relacionados por mudangas draméticas no
comportamento do hospedeiro (GOTTSCHLING et al., 2011).

A especificidade rigorosa de hospedeiro pode agir como uma barreira que impede
o contato intimo entre diferentes virus, mas varios PVs infectam uma variedade de
hospedeiros filogeneticamente distantes (infecgdes heterdlogas). Essa mudanca reduz as
pressoes evolutivas sobre os PVs presentes no hospedeiro original e pode permitir mudancas

no tempo de infec¢do e viruléncia (BRAVO, DE SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010).



Endotermia e um estado imunologico baixo podem permitir que o virus rompa essa barreira
entre espécies (GOTTSCHILING et al., 2007). As alteragcdes genéticas em sequéncias virais
recuperadas de cavalos sugerem um processo de adaptacao ao ambiente proporcionado pelo
novo hospedeiro. A domesticacdo de animais, assim como de seres humanos, pode ter,
também, propiciado novos nichos ecologicos para as novas linhagens de PVs (BRAVO, DE
SANJOSE & GOTTSCHLING, 2010).

O cenario evolutivo que se adapta melhor a descricdo atual da diversidade
genética de PVs ¢ uma série de eventos de duplicagdo basais seguidos de limitada coevolugdo
(BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015). A duplicagio (radiagdo adaptativa) é explicada
quando ocorre uma divergéncia prévia, ou seja, uma unica linhagem viral irradia em multiplas
linhagens virais dentro de um tnico ancestral hospedeiro. Quando ocorre especiagdo posterior
do hospedeiro, as diversas linhagens segregam diferencialmente, podendo ocorrer a infecgao
com varias linhagens ou a extingdo de algumas dessas linhagens (SHAH, DOORBAR &
GOLDSTEIN, 2010).

A taxa lenta de evolucao do PVs pode prejudicar uma adaptacdo rapida a um novo
hospedeiro (SHAH, DOORBAR & GOLDSTEIN, 2010; BRAVO & FELEZ-SANCHEZ,
2015), por isso, a geragdo de diversidade dentro do hospedeiro ocorre durante as infecgdes
cronicas, pois, com a baixa taxa de evolucdo, o virus necessita de muito tempo para
diversificar. A replicacdo celular descontrolada de longa duracdo em infec¢des cronicas,
eventualmente, conduz a uma acumulagdo de mutacdes e, em alguns casos, a instabilidade
gendmica associada & integracdo do genoma viral ao genoma celular (BRAVO & FELEZ-
SANCHEZ, 2015).

Além disso, varios eventos de recombinacdo entre genes podem ter ocorrido,
inclusive eventos de recombinagdo intra-gene, assim como recombinagdes diversas entre as
linhagens virais ancestrais (SHAH, DOORBAR & GOLDSTEIN, 2010). Evidéncias
moleculares sugerem que a recombinagdo ¢ central para a replicagdo do genoma de PVs, e a
filogenia e a gendmica comparativa identificam varios eventos de recombinagdo ao longo da
histéria. A replicagdo requer recombinacdo homologa, que pode permitir eventos raros de
recombinacdo nao homologa. Alphapapillomavirus clinicamente importantes tém sido
submetidos a eventos de recombinacdo entre as regides iniciais e as regides finais do genoma,
como consequéncia, as relagdes filogenéticas entre Alphapapillomavirus diferem quando
inferidas com base nos genes iniciais ou nos genes finais (BRAVO & FELEZ-SANCHEZ,
2015).
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Além da recombinagdo entre tdxons da mesma familia de virus, pode ocorrer
recombinagdo entre familias proximas, por infec¢des cruzadas (GOTTSCHLING et al., 2011;
BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015). Polyomaviridae também ¢ um pequeno virus de DNA
circular, e a convergéncia de mecanismos semelhantes de replicagdo pode permitir eventos
raros de recombinacdo ndo homologa entre os virus dessa familia e os da familia
Papillomaviridae (BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015).

Outro mecanismo também responsavel pela evolucao de PVs ¢ a utilizagao de
codons sindnimos. Como o virus utiliza a maquinaria celular para replicagdo, ¢ importante
que seus genes utilizem codons que possam ser traduzidos pelos tRNAs produzidos pela
célula (ZHAO, LIU & FRAZER, 2003; ZHAO & CHEN, 2011). Porém, a maior parte dos
codons utilizados pelo parasita ndo sao os mesmos utilizados pelo hospedeiro, isto ¢ chamado
de viés na utilizacao de cddons (ZHAO & CHEN, 2011; VAN DOORSLAER, 2013; BRAVO
& FELEZ-SANCHEZ, 2015).

1.5 Utilizacao de Coédons Sindnimos

O cddigo genético ¢ degenerado, pois um mesmo aminoacido pode ser codificado por
codons diferentes (ALBERTS et al., 1999). As trincas de bases que codificam um mesmo
aminoacido sido chamados de codons sinénimos. Geralmente, cédons de um mesmo
aminoacido podem nao ocorrer com a mesma frequéncia, indicando que existe utilizagao

preferencial de codons (MATTIOLI, 2008).

U ¢ A & U c A G
UUU Phe UCU UAU Ty | UGU cys U AUU ACU AAU Asn | AGU Ser |U

lle (N) ©)

,| e ® |uce o, |uac M |uec © |c o AUC (| ACC . | AAC AGC ¢
VTSP [7 SO UAA Stop || UGA Stop I AUA ACA (T) | AAA | | AGA A
uuG (L) | uca )| UGG Tp |G AUG Met ACG AAG (1) | AGG (R |G

W) ™)
cuu ccu CAU His | CGU u GUU GCU GAU Asp | GGU U
H D

c CUC [, | CCC py, | CAC H | cac Arg c G GUC v, | GCC Al | GAC D) | gac Gly ©
CUA (L) | CcCA () | CAA G, |CGA (R) A GUA V) | GCA (A) | GAA Glu | GGA G) | A
cuG ccG CAG (Q | CcGG G GUG GCG GaG (B) | GGG G

- = Codons de parada
= Codon de inicio
Fig. 3 — Cédigo genético padrao
Fonte: Modificado de RUSSEL, 2010. Disponivel em: https://www.mun.ca/biology/scarr/iGen3_06-07.html
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Seria esperado que a taxa evolutiva do hospedeiro fosse proxima a dos parasitas,
porém as preferéncias de utilizacdo de cddons em HPV ndo coincidem com as do genoma
humano (BRAVO & MULLER, 2005; BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015). Esse desvio de
utilizagdo de coédons ndo ¢ aleatorio (BRAVO & MULLER, 2005). A utilizacdo diferencial de
cddons sindnimos poderia ajudar a determinar diferengas na expressao temporal. As proteinas
E1 e E2 sdo produzidas no inicio do ciclo de vida do virus. L1 e L2 sdo produzidas em células
terminalmente diferenciadas (CLADEL, BERTOTTO & CHRISTENSEN, 2010). Além
disso, a distribui¢ao de codons sindnimos, ao longo da evolugdo, ndo ¢ equitativa, alguns
cddons sdo mais utilizados que outros, tanto entre géneros ou espécies diferentes quanto entre
genes diferentes (BRAVO & MULLER, 2005; CLADEL, BERTOTTO & CHRISTENSEN,
2010; ZHAO & CHEN, 2011).

Geralmente, um tRNA maduro mostra um anticédon quimicamente modificado, e
a interagdo cddon-anticodon baseia-se, muitas vezes, em um pareamento ndo regular de bases
nitrogenadas modificadas, na primeira posi¢do do anticodon e na terceira posi¢do do coddon.
Isso ocorre para que haja um padrao econdmico de utilizagao de tRNAs (Fig. 4). Por exemplo,
anticodons iniciados em A podem ter essa base nitrogenada trocada para inosina (I), que ¢
capaz de interagir com as pirimidinas T e C, e também pode reconhecer a purina A (BRAVO

& MULLER, 2005).

Bases de oscilacao

t(RMA | C A G L

Aminoacido

mRHNA L G U C A C
G A
L

Bases de oscilacao
AU|¥=—Anticodon

mRMNA | A = U
mRN.ﬂ'\ f e | AC ——————
Cédon & RMNA |G U C A
Posicdo de | | G
oscilacao |

Fig. 4 - Emparelhamento entre o anticédon do tRNA e o c6don do mRNA. A Fig. da esquerda define a
posicao de oscilacio em que o emparelhamento de bases ndo obedece a regra padrio. As tabelas da direita
mostram todos os emparelhamentos de base possiveis na posicdo de oscilagdo.

Fonte: modificado de http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch5C4.htm
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As células humanas possuem um alto contetido GC, enquanto o genoma de HPV
mostra um alto conteudo AT, principalmente na terceira posi¢do (ZHAO, LIU & FRAZER,
2003; BRAVO & MULLER, 2005). O viés na utilizacio dos codons estd positivamente
correlacionado com o conteido A+T na terceira posi¢ao para a maioria dos genes (ZHAO,
LIU & FRAZER, 2003).

Todos esses dados apontam para um baixo nivel de adaptacdo dos genes de HPV
as preferéncias de utilizacdo de cddons de seus hospedeiros (CLADEL, BERTOTTO &
CHRISTENSEN, 2010). Entretanto, Cladel et al. (2010) utilizaram apenas quatro genes de 72
tipos de duas espécies do virus e Zhao et al. (2003) e Félez-Sanchez et al. (2015) utilizaram
apenas tipos de HPV nos seus trabalhos, ndo incluindo as variantes virais. Como ja foi
relatado, variantes virais de um mesmo tipo de HPV podem apresentar diferentes graus de
patogenicidade, ¢ importante avaliarmos se ha algum viés no uso de codons sindnimos destas
variantes que possam auxiliar no ciclo de infec¢ao.

Além disso, a compreensdo dos mecanismos de conducdo da mudanca evolutiva
no genoma viral se torna importante para entendermos como os virus se diversificam, e assim
criar estratégias de intervengao eficazes, contribuindo com o desenvolvimento de métodos de
tratamento contra o cancer de colo de utero e outras doengas causadas pelo HPV, como o
desenvolvimento de vacinas eficientes, além de desenvolver formas de diagnostico e
tratamentos eficazes.

Portanto, este trabalho se justifica por apresentar um estudo com maior
representatividade de amostragem, incluindo genomas completos de tipos e variantes de HPV,
visando encontrar indicios de coevolucdo com o hospedeiro através da utilizagdo de cddons

sindnimos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o papel do uso de cddons sindnimos na evolugdo do Papilomavirus
humano e seu hospedeiro, utilizando as diferentes variantes virais, visando identificar

possiveis padroes adaptativos associados a sua patogenicidade.

2.2 Objetivos especificos

e Analisar a composi¢do nucleotidica dos genes estudados.

e Identificar o possivel viés de utilizacdo de codons sindnimos dos diferentes tipos e
variantes de HPV.

e Verificar o nivel de similaridade e divergéncia no uso de codons entre os diferentes
grupos de HPV.

e Averiguar a existéncia de convergéncia entre os genomas dos HPVs e o humano.
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3. METODOLOGIA

3.1 Obtencao das sequéncias virais e da frequéncia de uso de codons do hospedeiro

As sequéncias virais (Apéndice A) foram obtidas a partir do banco de dados
publico  PaVE  (Papillomavirus  Episteme) do  GenBank,  disponivel em
http://pave.niaid.nih.gov. A frequéncia de cddons e o conteido GC de Homo sapiens foram
obtidos a partir do banco de dados de uso de codons Kazusa, disponivel em
http://www.kazusa.or.jp/codon. Todas as sequéncias obtidas para o gene E5 pertencem a tipos
do género Alphapapillomavirus.

As sequéncias foram alinhadas no software MEGA7 e nove sequéncias foram

excluidas da analise por possuirem grande divergéncia em relacao as demais (Tabela 1).

Tabela 1 — Sequéncias excluidas

Tipo Variante Género Nuamero de acesso GenBank

HPV 34 - Alpha X74476.1

HPV 52 IN141070 Alpha HQ537743.1
HPV 52 Qvl5145 Alpha HQ537739.1
HPV 54 - Alpha U37488.1

HPV 54 AE9 Alpha AF436129.1
HPV 66 - Alpha U31794.1

HPV 67 Qv25738 Alpha HQ537783.1
HPV 73 QV29446 Alpha KF436836.1
HPV 82 IS39/AE2 Alpha AF293961.1

3.2 Utilizacao relativa de c6dons sinonimos (RSCU)

Utilizagdo relativa de codons sinénimos (RSCU) ¢ uma medida simples para
avaliar o viés na utilizagdo de codons sindnimos, evitando a influéncia de confusdo da
composi¢ao de aminoacidos em diferentes genes, a qual € calculada pela razao da frequéncia
observada e a frequéncia esperada de um cédon, se a utilizagdo do cédon for uniforme, dentro
de um conjunto de codons sindnimos. Quando o valor RSCU ¢ maior que 1,0 indica que este
desvio de cddons tem alta frequéncia, se o valor for menor que 1,0 tem baixa frequéncia.
Quando o valor de RSCU ¢ igual a 1,0 significa que este codon tem uma selecdo aleatoria de
traducao.

O valor RSCU foi usado para comparar a preferéncia de utilizagdo de cddons
sinonimos nos diferentes géneros de HPV com a preferéncia de utilizagdo de codons do

hospedeiro (Homo sapiens). Todos os valores foram assentados em tabelas.



15

3.3 Numero efetivo de codons (ENC)

O numero efetivo de cddons (ENC) ¢ um dos indices mais uteis, que quantificam
0 viés absoluto na utilizagdo de codons sindnimos. Os valores ENC variam de 20 (em que
apenas um codon sindnimo ¢ escolhido pelo aminoacido correspondente) a 61 (quando todos
os codons sindnimos sdo igualmente utilizados). Quanto maior for o valor ENC num gene,
menor ¢ a preferéncia de codons (WRIGH, 1990 apud XU et al., 2015). Neste estudo, foi

utilizada esta abordagem para avaliar o grau do viés de utilizagdo de codons em HPV.

3.4 Analise de componentes principais (PCA)

A analise de componentes principais (PCA) ¢ um método estatistico multivariado
comumente utilizado (WOLD et al., 1987 apud XU et al., 2015), que ¢ utilizado para analisar
as principais tendéncias do padrdo de uso de cddons. Os valores RSCU de cada gene foram
representados como vetores dimensionais, excluindo AUG (Met), UGG (Trp) e os trés codons
de parada, de onde foram extraidos os componentes principais. Os resultados foram plotados

em graficos para investigacdo visual por género.

3.5 Analise de correlacio e analise de agrupamentos (cluster)

Andlise de correlagdo de Spearman foi utilizada para questionar a relagdo entre
cada composi¢do geral de nucleotideos (T%, A%, C%, G%), a composicao dos nucleotideos
na terceira posicdo (T3%, Az%, C3:%, G3%), GCi,%, CG3;%, os componentes principais
(PCA), hidrofobicidade (GRAVY) e aromaticidade dos aminoacidos. A andlise de
agrupamentos foi realizada para investigar a relagdo da variagcdo do uso de cdédon nos

diferentes genotipos de HPV.

3.6 Analise estatistica

O software CodonW foi utilizado para calcular os indices de utilizagdo de cédons
(RSCU e ENC), a composi¢do de nucleotideos (T%, A%, C%, G%, T3%, A3z%, C3%, G3%,
CG3%). Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo software estatistico SPSS 24.0,

incluindo PCA, andlise de correlagdao, bem como a analise de agrupamentos.
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4. RESULTADOS

4.1 Viés de utilizacdo de cédons e utilizacdo de codons sinonimos em HPV

Analisando os valores de RSCU (Tabela 2), pode-se notar, numa média geral de
todos os genes, que todos os cddons preferenciais utilizam A/T na terceira posi¢do (numa
proporcao de 9:9). Numa analise gene a gene, os genes E1, E6, L1 e L2 utilizam somente A/T
na terceira posi¢ao (sendo A mais utilizado que T nos genes precoces, na propor¢do de 11:7, e
T mais utilizado que A nos genes tardios, nas proporgdes de 13:5 e 12:6, respectivamente),
enquanto E2, ES e E7 tém preferéncia por A/T na terceira posi¢ao (proporcdes de 16:2, 16:2 ¢
15:3, respectivamente), porém nao exclusivamente (propor¢ao de G/C de 1:1, 1:1 e 3:0). Na
analise por género nota-se também a preferéncia por A/T na terceira posicao, com preferéncia
semelhante entre os géneros, apenas com algumas dissimilaridades (Tabela 3).

Comparando a utilizagdo de cddons por género com a utilizagdo de cddons do
hospedeiro (Homo sapiens) foi verificado que os codons utilizados pelo hospedeiro ndo sao os
mesmos utilizados pelo virus, exceto para alguns aminoacidos no género Nupapillomavirus
(Tabela 3). O conteudo AT (média geral entre os genes) varia de 54,3% a 64,6%, com valor
médio de 60,6%. O contetido GC (média geral entre os genes) varia de 35,4% a 45,7%, com

um valor médio de 39,4% (Tabela 4). Em Homo sapiens, o conteudo GC ¢ 52,27%.

Tabela 2 — Valores RSCU dos genes E1, E2, E5, E6, E7, L1 e L2 (valores em negrito representam o cédon

preferencial)
Aminoacido Codon E1l E2 ES E6 E7 L1 L2 Média
Ala GCA 2,26 1,82 1,77 2,00 1,79 1,44 1,56 1,81
GCC 0,42 0,79 0,35 0,35 0,70 0,83 0,67 0,59
GCG 0,32 0,35 0,36 0,41 0,36 0,14 0,24 0,31
GCU 1,01 1,04 1,28 1,23 1,16 1,59 1,53 1,26
Cys UGC 0,51 0,73 0,65 0,80 0,64 0,51 0,91 0,68
uGuU 1,50 1,26 1,20 1,20 1,36 1,49 1,08 1,30
Asp GAC 0,69 1,08 0,35 0,83 1,09 0,60 0,59 0,75
GAU 1,31 0,92 0,75 1,17 0,91 1,40 1,41 1,13
Glu GAA 1,32 1,38 0,37 1,34 0,93 1,36 1,37 1,15
GAG 0,68 0,62 0,54 0,66 1,08 0,64 0,63 0,69
Phe uucC 0,20 0,22 0,15 0,33 0,34 0,21 0,16 0,23
UuUU 1,80 1,78 1,82 1,67 1,21 1,79 1,84 1,70
Gly GGA 1,48 1,56 0,71 1,51 1,68 0,87 0,79 1,23

GGC 0,65 0,69 0,38 0,57 0,98 1,00 0,83 0,73
GGG 0,92 0,78 0,67 1,03 0,56 0,52 0,74 0,74
GGU 0,96 0,97 0,66 0,89 0,76 1,61 1,64 1,07

His CAC 0,51 0,72 0,45 0,61 0,63 0,56 0,55 0,57
CAU 1,49 1,28 1,51 1,37 1,23 1,44 1,45 1,40
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Ile AUA 1,72 1,45 1,48 1,51 1,03 1,09 1,23 1,36
AUC 0,11 0,29 0,12 0,18 0,38 0,22 0,16 0,21
AUU 1,17 1,26 1,31 1,31 1,59 1,69 1,60 1,42
Lys AAA 1,57 1,53 0,40 1,29 0,94 1,26 1,45 1,21
AAG 0,43 0,47 0,18 0,71 0,86 0,74 0,55 0,56
Leu CUA 0,96 0,98 0,65 0,73 0,99 0,58 0,53 0,77
CcucC 0,07 0,31 0,04 0,09 0,21 0,12 0,11 0,14
CuUG 0,53 0,75 0,75 0,87 1,34 0,54 0,36 0,74
Cuu 0,46 0,84 0,92 0,67 1,00 0,77 0,89 0,79
UUA 2,93 2,04 1,83 2,11 1,28 2,64 2,71 2,22
uuG 1,05 1,08 1,81 1,52 1,19 1,35 1,39 1,34
Asn AAC 0,45 0,91 0,29 0,65 0,74 0,54 0,42 0,57
AAU 1,55 1,09 0,70 1,35 1,19 1,46 1,58 1,27
Pro CCA 2,16 1,38 1,21 1,77 1,49 1,27 1,07 1,48
CCC 0,26 0,93 0,40 0,41 0,64 0,58 0,60 0,55
CcCG 0,40 0,37 0,67 0,47 0,42 0,16 0,12 0,37
CCU 1,18 1,32 1,40 1,34 1,46 1,98 2,21 1,56
Gln CAA 1,21 1,26 0,90 1,13 1,21 1,05 1,26 1,14
CAG 0,79 0,74 0,64 0,87 0,78 0,95 0,74 0,79
Arg AGA 3,14 2,11 0,82 2,62 2,00 1,69 1,32 1,96
AGG 1,00 0,89 0,66 1,12 0,71 1,32 0,98 0,95
CGA 0,87 1,34 0,26 0,76 0,97 0,46 0,45 0,73
CGC 0,21 0,30 0,37 0,49 0,61 0,94 1,04 0,56
CGG 0,35 0,64 0,39 0,46 0,67 0,39 0,41 0,48
CGU 0,43 0,71 1,57 0,56 1,04 1,19 1,81 1,04
Ser AGC 1,01 0,78 0,25 0,66 1,36 0,47 0,51 0,72
AGU 2,26 1,54 0,68 1,41 1,10 1,48 1,58 1,44
UCA 1,27 1,15 0,73 1,30 1,72 0,97 0,96 1,16
UCC 0,38 1,19 1,06 0,36 0,65 0,82 0,71 0,74
UCG 0,22 0,32 0,41 0,54 0,31 0,16 0,20 0,31
UCU 0,86 1,03 1,98 1,72 0,78 2,09 2,04 1,50
Thr ACA 2,25 1,66 1,57 1,84 1,56 1,51 1,83 1,75
ACC 0,34 1,07 1,08 0,53 0,94 0,75 0,64 0,77
ACG 0,42 0,28 0,17 0,40 0,48 0,19 0,17 0,30
ACU 0,99 0,98 0,70 1,22 1,02 1,55 1,36 1,12
Val GUA 1,87 1,38 1,34 1,58 1,02 1,27 1,21 1,38
GUC 0,14 0,29 0,28 0,21 0,41 0,27 0,31 0,27
GUG 1,10 1,40 1,76 1,42 1,44 0,99 0,96 1,30
GUU 0,89 0,93 0,62 0,80 1,14 1,48 1,53 1,05
Tyr UAC 0,32 0,43 0,39 0,44 0,89 0,41 0,34 0,46
UAU 1,68 1,57 1,58 1,56 0,83 1,59 1,66 1,50

Tabela 3 — Valores RSCU dos géneros de HPV, representando a utilizacio de cédons e frequéncia de
utilizaciio de codons em Homo sapiens (valores em negrito representam o cédon preferencial)

s . Alpha Beta Gamma Mu Nu Homo
Aminoacido Cédon . . . . . . . . . . .

papillomavirus papilomavirus papillomavirus papillomavirus papillomavirus  sapiens

Ala GCA 1,96 1,62 1,54 1,49 1,43 15,8
GCC 0,66 0,57 0,46 0,53 0,67 27,7

GCG 0,34 0,27 0,25 0,24 0,41 7,4
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GCU 1,02 1,53 1,75 1,74 1,49 18,4
Cys  UGC 0,66 0,88 0,56 0,77 0,65 12,6
UGU 1,32 1,10 1,43 1,23 1,35 10,6
Asp  GAC 0,83 0,77 0,60 0,59 1,05 25,1
GAU 1,04 1,23 1,40 1,41 0,95 21,8
Glu  GAA 1,14 1,27 1,34 1,22 0,87 29
GAG 0,70 0,73 0,66 0,78 1,13 39,6
Phe  UUC 0,20 0,27 0,29 0,33 0,61 20,3
UuuU 1,68 1,71 1,70 1,45 1,39 17,6
Gly  GGA 1,20 1,32 1,43 1,24 0,90 16,5
GGC 0,79 0,81 0,59 0,76 0,90 22,2
GGG 0,76 0,72 0,69 0,49 1,19 16,5
GGU 1,03 1,14 1,28 1,28 1,02 10,8
His CAC 0,66 0,47 0,43 0,61 0,87 15,1
CAU 1,32 1,49 1,52 1,39 1,13 10,9
Tle AUA 1,47 1,16 1,16 1,07 1,40 7,5
AUC 0,17 0,33 0,24 0,52 0,40 20,8
AUU 1,34 1,51 1,60 1,41 1,20 16
Lys  AAA 1,18 1,37 1,41 1,16 1,16 24,4
AAG 0,59 0,63 0,54 0,62 0,84 31,9
Leu  CUA 0,38 0,65 0,62 0,66 1,03 7,2
cucC 0,10 0,27 0,15 0,30 0,54 19,6
CUG 0,78 0,75 0,55 0,79 1,74 39,6
CUU 0,66 0,98 0,98 1,13 0,86 13,2
UUA 2,24 2,16 2,39 2,00 0,82 7,7
UUG 1,34 1,19 1,31 1,12 1,01 12,9
Asn  AAC 0,63 0,57 0,47 0,49 0,66 19,1
AAU 1,22 1,38 1,53 1,51 1,01 17
Pro CCA 1,56 1,42 1,37 1,37 1,42 16,9
CCC 0,62 0,54 0,38 0,50 0,78 19,8
CCG 0,39 0,30 0,29 0,19 0,45 6,9
CCU 1,38 1,74 1,94 1,95 1,35 17,5
Gln  CAA 1,11 1,25 1,27 1,16 0,66 12,3
CAG 0,83 0,75 0,73 0,84 1,34 34,2
Arg  AGA 1,61 2,28 3,05 2,86 1,38 12,2
AGG 0,98 1,15 0,80 1,05 1,25 12
CGA 0,70 0,86 0,84 0,92 0,53 6,2
CGC 0,60 0,65 0,44 0,37 0,60 10,4
CGG 0,61 0,35 0,23 0,26 1,12 11,4
CGU 1,23 0,71 0,65 0,54 0,85 45
Ser AGC 0,81 0,70 0,65 0,83 1,81 19,5
AGU 1,50 1,47 1,46 1,58 1,06 12,1
UCA 1,16 1,29 1,19 1,00 0,90 12,2
ucCC 0,74 0,74 0,60 0,62 0,97 17,7
UCG 0,31 0,28 0,30 0,28 0,24 4.4
UCu 1,35 1,47 1,80 1,68 1,31 15,2
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Thr  ACA 1,89 1,68 1,44 1,61 1,39 15,1
ACC 0,78 0,73 0,64 0,90 0,66 18,9
ACG 0,35 0,24 0,25 0,21 0,46 6,1
ACU 0,90 1,35 1,67 1,28 1,50 13,1

Val  GUA 1,49 1,23 1,25 0,99 0,97 7,1
GUC 0,20 0,45 0,32 0,36 0,60 14,5
GUG 1,46 1,04 0,86 1,18 1,50 28,1
GUU 0,85 1,28 1,57 1,47 0,93 11

Tyr  UAC 0,45 0,58 0,43 0,34 0,89 15,3
UAU 1,52 1,35 1,51 1,66 1,11 12,2

4.2 Propriedades de composicido em HPV

Nos genes E1, E2, E6 e E7, A% ¢ maior que T%, com média de 35,3%, 35,4%,
31,7% e 28,7% para A%, e 27,5%, 28,5%, 29,7% e 25,6% para T%. No gene LI, ndo ha
diferenca entre A% e T%, com média de 29, 9%. Ja nos genes E5 e L2, T% ¢ maior que A%,
com médias de 43,3% e 29,8% para T%, ¢ 21,3% e 27,5% para A%. Em quase todos os
genes, exceto L2, G% ¢ maior que C%, com médias de 22,2%, 18,6%, 20,2%, 22,7%, 25,2%
e 21,0% para G%, e 15,0%, 17,6%, 15,2%, 16,0%, 20,5% e 19,2% para C%. No gene L2, C%
¢ maior que G%, com média de 22,2% e 20,6%, respectivamente (Tabela 4).

Nos genes E1, E2, E6 ¢ E7, A3;% ¢ maior que todos os outros, com médias de
38,5%, 34,1%, 34,5% e 30,3%, enquanto que nos genes E5, L1 e L2, T;% ¢ maior, com
médias de 37,0%, 41,3% e 43,8%, respectivamente. Os valores de GC3% variam de 14,3% a
65,1%, com uma média geral entre todos os genes de 30,7%, muito abaixo do valor GC3% do
hospedeiro, que ¢ 58,55%. Os valores de ENC variam de 27,14 a 61,00, com um valor médio

de 45,67 (Tabela 4).

Tabela 4 — Médias gerais por gene da composicdo de nucleotideos e nimero efetivo de cddons
% ENC

Gene T% C% A% G% T:% GC% A% G% GC% AT% GGCs (média)

E1 275 150 353 222 332 10,6 385 17,7 37,2 62,8 251 41,65
E2 285 176 354 18,6 23,6 20,1 341 222 362 639 33,5 49,86
E5 433 152 21,3 202 37,0 10,5 273 252 354 64,6 31,9 41,60
E6 29,7 16,0 31,7 22,7 323 13,2 345 200 386 614 314 4633
E7 256 20,5 28,7 252 28,8 17,8 30,3 23,1 4577 543 39,7 50,04
L1 299 192 299 21,0 413 143 28,0 164 40,2 59,8 28,2 4586
L2 298 222 27,5 20,6 438 139 299 123 426 57,3 252 4432

Média 30,6 18,0 30,0 21,5 343 143 31,8 19,6 394 60,6 30,7 45,67
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4.3 Analise de correlacao

Foi verificada uma alta correlagdo entre GC1,% e GC3% nos genes E1, E2, E6, L1
e L2 (r=0,703/0,545/0,560/0,575/0,790, P<0,01) e uma correlagdo significativa em E5 e E7
(r=0,223 ¢ 0,220, P<0,01).

Os resultados da analise de correlagao entre A%, T%, C%, G% e GC% com A3%,
T3%, C3%, G3% e GC;% mostram que, no geral, eles possuem correlagao significativa entre si
(Tabelas 5a11).

Comparando os valores de ENC com GC% e GCs%, uma correlagdo altamente
significativa € obtida em E1 (ENC e GC%=0,526 / ENC e GC;%=0,698, P<0,01), E2 (ENC e
GC%=0,788 / ENC e GC3%=0,807, P<0,01), E6 (ENC e GC%=0,672 / ENC e GC3%=0,706,
P<0,01), L1 (ENC e GC%=0,749 / ENC e GC3%=0,833, P<0,01) e L2 (ENC e GC%=0,741 /
ENC e GC;%=0,632, P<0,01). Entretanto, a correlacdo nao foi significativa no gene E5. Além
disso, a correlacao foi significativa entre ENC e GC3% (0,218, P<0,01) do gene E7, mas ndo

foi significativa entre ENC e GC% no mesmo gene.

Tabela 5 — Andlise de correlacido entre os conteidos gerais e de terceira
posicio do gene E1

T3 C3 A3 G3 GC3

T 0,971 0,697  -0316"  -04407  -0,628"
C -0,562" 0,791°" -0,403" 0,663 0,853"
A -0,133" -0,242™ 0,936 0,632 -0,532"
G -0,746" 0,537"" 0,011 0,657 0,695
GC 0,764 0,747"" -0,206"" 0,782" 0,919"

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlacdo significativa no nivel 0,01

Tabela 6 — Andlise de correlagido entre os conteidos gerais e de terceira
posicio do gene E2

T3 EX3 C3 EX3 A3 EX3 G3 EX3 GCB*

0,916 0,670 0,375 0,546 -0,836

0,825 0,758" 0,490 0,563" 0,901"

0,546 -0,582™ 0,635 0,710 -0,801"

-0,744" 0,586 0,574 0,784 0,877"

C 0,767 0,916~ 0,900 0,903" 0,804

** Correlagao significativa no nivel 0,01

E3

*

Qa»0-H

Tabela 7 — Andlise de correlacio entre os conteudos gerais e de terceira
posicio do gene ES

T, G A G GC;
T 0,460 0,326 -0,100 0,032 0,116
C 0,241" 0,549 0,314" 0,479 -0,204°
A -0,166 0,060 0,611 0,531"  -0,544"
G -0,120 -0,064 0,747 0,837 0,822"



GC -0,386"

0,354"

-0,545"

0,555
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0,773"

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlagdo significativa no nivel 0,01

Tabela 8 — Andlise de correlacio entre os conteudos gerais e de terceira

posicio do gene E6

T3 EX3 C3 EX3 A3 EX3 G3 EZ3 GC3 EZ3
T 0,954 0,594 0,613 0,513 -0,685
C -0,793" 0,821°" 0,230 0,475 0,810"
A -0,489" -0,088 0,902" 0,031 -0,003
G -0,402" 0,247 -0,035 0,730 0,537
GC -0,833" 0,781 02217 0,668" 0,903"

** Correlagao significativa no nivel 0,01

Tabela 9 — Andlise de correlacido entre os conteidos gerais e de terceira

posicio do gene E7

T3 EX3 C3 EX3 A3 EX3 G3 EX3 GC3 EX3
T 0,887 0,396 -0,390 -0,302 -0,563
C -0,434™ 0,632" 0,060 0,035 0,400
A 0,416" 0,192 0,813 -0,368" 0,147
G 0,249  -0248"  -0,350" 0,769 0,491
GC -0,598" 0,286 0,280 0,677 0,796

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlacdo significativa no nivel 0,01

Tabela 10 — Andlise de correlacio entre os conteiidos gerais e de terceira

posicio do gene L1

T3 EX3 C3 EX3 A3 G3 EX3 GC3 EX3
T 0,909 0,416 0,034 0,286 0,379
C -0,150" 0,841°" 0,850 0,726 0,851
A -0,134° 0,651 0,965 0,815 -0,791"
G -0,319" 0,583" -0,732" 0,908" 0,814
GC 0,213 0,809 -0,902™ 0,904 0,935

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlacdo significativa no nivel 0,01

Tabela 11 — Andlise de correlacio entre os conteiidos gerais e de terceira

posicio do gene L2

T3 EX3 C3 EX3 A3 EX3 G3 E3 GC3 E3
T 0,888 0,172 0,379 0,148 0,145
C 0,230 0,772" 0,877 0,580" 0,665
A -0,239"  -0,748" 0,966 0,754"  -0,714"
G 0,674 0,428" -0,182" 0,658" 0,468"
GC -0,135" 0,850 0,785 0,835 0,792

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlagdo significativa no nivel 0,01
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4.4 Analise de componentes principais (PCA)

Na analise de componentes principais, f’1 corresponde a 80,72% da variacado total
e f’2 corresponde a 7,36% no gene E1, no gene E2 f’1 corresponde a 57,57% da variagao
total e f°2 corresponde a 9,29%, no gene E5 f’1 corresponde a 27,65% da variagao total e f’2
corresponde a 8,35%, no gene E6 f’1 corresponde a 41,35% da variagdo total e f’2
corresponde a 12,60%, no gene E7 f’1 corresponde a 21,87% da variagdo total e f’2
corresponde a 9,37%, no gene L1 f’1 corresponde a 70,93% da variagdo total e f’2
corresponde a 9,95% e no gene L2 f’l corresponde a 71,96% da variacdo total e f’2
corresponde a 8,84%.

Para o gene E1, a gama dos valores de distribuicao do grafico de f’1 ¢ de 0,504 a
0,973 e de f’2 ¢ de -0,498 a 0,560, para o gene E2, a gama dos valores de distribuigdo de f’1
¢ de 0,320 a 0,917 e de f’2 é de -0,515 a 0,605, para o gene E5, a gama dos valores de
distribuicdo de f’1 ¢ de 0,031 a 0,796 e de f’2 ¢ de -0,386 a 0,764, para o gene E6, a gama
dos valores de distribuicao de f’1 ¢ de 0,156 a 0,899 e de f°2 ¢ de -0,732 a 0,659, para o gene
E7, a gama dos valores de distribuicdo de f’1 ¢ de 0,016 a 0,742 e de f°2 ¢ de -0,616 a 0,607,
para o gene L1, a gama dos valores de distribuicao de f’1 ¢ de 0,096 a 0,942 e de f°2 ¢ de -
0,518 a 0,694 e para o gene L2, a gama dos valores de distribuicdo de f’1 ¢ de 0,190 a 0,941 e
de f°2 ¢ de -0,506 a 0,662.

Nos graficos, em relagdo ao padrao de uso de codons sindonimos, cada género
forma um agrupamento, porém sobrepostos em algumas regides, principalmente os géneros
Beta, Gamma e Mupapillomavirus. A Gnica sequéncia de Nupapillomavirus segue um padrao
diferente de todos os outros géneros, na maioria dos genes (Fig. 5, 6 ¢ 7).

Nos genes reguladores (E1 e E2), o uso de cddons segue padrdes de dispersdao
diferentes, porém concentrados (Fig. 5). No gene E2 (Fig. 5a), o padrdo ¢ um pouco mais

disperso que no gene E1 (Fig. 5b).
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Fig. 5 — Padrio de uso de codons sinénimos (PCA) dos genes reguladores.

(a) Gene E1. (b) Gene E2

Nos oncogenes (ES, E6 e E7), o padrao ¢ bastante disperso (Fig. 6), porém nos
genes E6 e E7 nota-se um agrupamento discreto dos géneros. Apesar das sequéncias do gene
E5 serem exclusivamente do género Alphapapillomavirus, este apresenta um padrao

totalmente disperso no grafico (Fig. 6a).
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(a) Gene ES. (b) Gene E6. (c) Gene E7.

Nos genes estruturais (L1 e L2), o padrao de dispersao ¢ bastante semelhante e os

agrupamentos sao mais concentrados (Fig. 7).
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()

Gene L1. (b) Gene L2.

Analise de correlagdo entre os eixos (indices de utilizacdo de codon - f°1 e f°2) de

PCA e aromaticidade e hidrofobicidade (GRAVY) mostrou uma significativa correlagao

negativa na maioria dos genes, conforme mostra a Tabela 12, e uma correlacao significativa
foi encontrada na analise entre os indices f’1 e f’2 e T%, C%, A%, G%, T3%, C3%, As%,
G3%, GC% e GC3% (Tabela 13).

Tabela 12 — Analise de correlagcdo de f’1 e
f’2 e hidrofobicidade e aromaticidade

Gene Indice GRAVY Aromaticidade

El f'1 0,072 0,356
2 -0,241" 0,642
E2 1 -0,388" -0,024
2 0,125 0,020
E5 1 -0314" 0,274"
Ji) 0,081 0,045
E6 f'1 0,396 0,1737
Ji) -0,054 -0,102
E7 f'1 0,122 -0,133"
Ji) -0,072 -0,009
L1 1 -0,383" 0,178"
2 0,018 0,220
L2 f'1 -0,134° -0,2827
2 -0,157" -0,147°

*Correlacado significativa no nivel 0,05
**Correlacdo significativa no nivel 0,01



Tabela 13 — Andlise de correlaciio de f’1 e f°2 e contetidos

26

Gene Indice T% Ch A%  G%  T% C% A% G%  GC%  GC:%
El f1 -0,081 -0,551" 0,835 -0,058 -0,077 -0,334 0,823 -0,457 -0,300" -0,461
2 -0,946" 0,489 0,183 0,709 -0,953" 0,669 0,352 03817 0,690 0,563
E2 1 -0,008 0054 -0,169" 0,133° -0,058 0347 -521" 0347 0391 0,091
f2 0,029 -0,029 008 -0,103 0,050 -0,056 0,135 -0,163" -0,130" -0,077
E5 f1 -0355" -0,075 0,115 0,278 -0208" 0,185 -0,134 0,157 0,228 0,215
f2 0,115 -0,007 0,171 -0260" 0,100 -0,100 0,167 -0,158 -0,249" -0,224""
E6 f1 0141 -0,003 -0,383" 0,225 0,117 0,175" -0,392" 0,063 0,031 0,108
2 -0,1657 0,169 0,050 0,162 -0,164" 0,126 0,033 0,230" 0,207 0,207
E7 f1 -02317 0,048 -0,160° 0427 -0273" -0,031 -0,203" 0,490 0,445 0,406
2 -0,095 0,125 0,056 -0,042 -0,106 -0,012 0,054 0,047 0,048 0,060
L1 f1 -0395" -0,023 0,105 0,128 -0331" 0,081 0076 0,023 0,041 0,052
f2 0,058 -0242" 01217 -0,024 0,029 -0,153" 0,127 -0,072 -0,155" -0,131"
L2 f1 04947 -0,075 0,011 0477 -0468 0,186 0,064 0225 0217 0276
2 -0,023 0,044 0,047 -0,098 -0,075 0,076 0,045 -0,100 -0,048 0,010

*Correlacdo significativa no nivel 0,05/ ** Correlagdo significativa no nivel 0,01

4.5 Analise de agrupamentos

Como resultado da analise de agrupamentos foram gerados dendrogramas para o

padrdo de uso de cddons sinonimos para cada um dos genes dos HPVs. No gene El, o

dendrograma est4 dividido em trés grandes agrupamentos (Fig. 8): o primeiro ¢ formado por

tipos pertencentes ao género Alpha e dois tipos do género Gamma (Fig. 8a), o segundo por

todos os outros tipos de Gamma intercalados por Beta e todos os tipos de Mu (Fig. 8b) e o

terceiro por Alpha, Nu e um tipo de Betapapillomavirus (Fig. 8c).
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Fig. 8 — Anailise de agrupamentos das relagdes de evolugdo na extensiio da variacio do uso de codons

sindnimos do gene E1. (a) Primeiro agrupamento. (b) Segundo agrupamento. (c) Terceiro agrupamento.

No gene E2, ha dois grandes agrupamentos formados (Fig. 9): o primeiro por
todos os tipos do género Alpha e trés tipos do género Gamma (Fig. 9a) e o segundo por todos
os demais tipos do género Gamma e todos os tipos dos géneros Beta ¢ Mu (Fig. 9b).

Nupapillomavirus esta localizado separadamente de todos os outros.
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O gene ES5 ndo possui agrupamentos bem definidos (Fig. 10).
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O gene E6 possui dois grandes agrupamentos (Fig. 11): o primeiro formado por

Alpha intercalado com Beta, um tipo de Gamma e Nu (Fig. 11a), o segundo formado por

Gamma, Beta ¢ Mu intercalados (Fig. 11b). Trés tipos de Beta e dois de Gamma estdo

separados dos agrupamentos maiores (Fig. 11c).
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No gene E7, o dendrograma ndo esta bem agrupado. Ha trés grupos de Alpha e

um grande grupo de Gamma, os demais géneros estdo intercalados (Fig. 12).
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Fig. 12 — Analise de agrupamentos das relacdes de evolu¢do na extensido da variacio do uso de codons

sinénimos do gene E7.

O gene L1 esta dividido em trés agrupamentos (Fig. 13): o primeiro formado por
Alpha, dez tipos de Gamma e dois tipos de Beta (Fig. 13a), o segundo por Gamma, Beta e Mu
intercalados (Fig. 13b) e o terceiro por Alpha e Nu (Fig. 13c).



32

8 B8
[TTTTTT]IIT

W Alpha ™ Beta ™Gamma ®Mu | Nu
Fig. 13 — Analise de agrupamentos das relacdes de evolu¢do na extensido da variacio do uso de cédons

sindnimos do gene L1. (a) Primeiro agrupamento. (b) Segundo agrupamento. (c) Terceiro agrupamento.

O dendrograma do gene L2 estd agrupado em trés grupos (Fig. 14): o primeiro
formado por Alpha, seis tipos de Gamma e um tipo de Beta (Fig. 14a), o segundo por Gamma,

Beta e Mu intercalados (Fig. 14b) e o terceiro por Alpha e Nu (Fig. 14c).
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Fig. 14 — Analise de agrupamentos das relacdes de evoluciio na extensdo da variaciio do uso de cédons

sinénimos do gene L2. (a) Primeiro agrupamento. (b) Segundo agrupamento. (c) Terceiro agrupamento.

5. DISCUSSAO

Um alto contetdo AT foi encontrado em HPV, diferentemente do genoma
humano, que possui um alto conteido GC, assim como no estudo de Zhao, Liu & Frazer,
(2003), o que leva a preferéncias de uso de codons sindbnimos ndo congruentes entre o virus e
o hospedeiro, como observado também por Gottschiling et al. (2007). Isso pode ser explicado

através de uma atualizagdo da teoria da coevolucdo, que estabelece que a evolugdo do parasita
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segue a evolucdo dos recursos do hospedeiro, ndo a evolucdo do proprio hospedeiro (VAN
DOORSLAER, 2013). Além disso, existe a possibilidade da ocorréncia da sele¢do de uso
de cddons para diminuir a sintese de proteina viral, reduzindo a exposicao imune (VAN
DOORSLAER, 2013; BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015; FELEZ-SANCHEZ et al.,
2015). Uma outra hipdtese seria que as preferéncias de utilizagdo de cédons dos HPVs podem
ter evoluido para coincidir com o perfil varidvel do tRNA nos diferentes estagios de
desenvolvimento de queratindcitos (células onde ocorre a replicagao viral) (ZHAO & CHEN,
2011; BRAVO & FELEZ-SANCHEZ, 2015; FELEZ-SANCHEZ et al., 2015), sendo
influenciado também pelo tropismo do virus, ou seja, sua apresenta¢do clinica (CLADEL,
BERTOTTO & CHRISTENSEN, 2010).

Os contetidos A3% e T3% tém uma frequéncia muito maior que C3% e G3%, o que
sugere que o contetido de nucleotideos na terceira posi¢cdo dos codons ndo ¢ determinado por
toda a composi¢cdo de nucleotideos (XU et al., 2015), o mesmo resultado foi encontrado por
Zhao, Liu & Frazer (2003), que afirmam que ha a possibilidade desse alto contetido estar
relacionado com a adaptabilidade genética especifica de HPV. Os valores de ENC mostram
que existe um significativo viés no uso de cédons sinénimos em HPV. E interessante notar
que o valor ENC ¢ menor que o de outros virus de DNA, que variam de 48,30 a 56,80
(SHACKELTON, PARRISH & HOLMES, 2006). Portanto, o viés de uso de codons em HPV
¢ maior que em outros virus. Esse uso desigual de cddons indica que substituicdes sindnimas
de codons em HPV ndo sdo neutras nem aleatorias (ZHAO, LIU & FRAZER, 2003), mas,
provavelmente, causadas por fatores externos, como a pressao de mutagdo ¢ a selegdo de
traducao.

Apesar da taxa de mutacdo do virus DNA ndo ser maior do que os virus de RNA,
a pressao de mutagdo ¢ o principal fator de variagdo de utilizacio de cddons
(SHACKELTON, PARRISH & HOLMES, 2006). Pressao de mutacao ¢ a ocorréncia repetida
de erros de mutag¢do especificos durante a replicacdo do genoma, que ¢ afetada pelas
restricdes de composicdo genética (DURET, 2002). A correlagdo altamente significativa entre
GC2% e GC;% mostra que o principal fator influenciador € a pressdo de mutagdo, que ocorre
também em outros virus de DNA (XU et al., 2015). Além disso, a correlagao significativa
entre A%, T%, C%, G%, GC% e A3%, T3%, C3%, G3%, GC;% junto com a correlagao
significativa entre ENC e GC% e entre ENC e GC;% indicam que as restricoes de
composi¢ao influenciam a variagao do padrao de uso de codons em HPV, corroborando com o

resultado anterior.
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Se a sele¢do de traducdo contribui para o viés do padrdo de uso de codons, os
valores ENC dos genes estruturais serdo maiores que os dos genes ndo estruturais (ZHOU et
al., 2005). Neste estudo, o valor médio de ENC dos genes estruturais ¢ de 45,09 e dos genes
ndo estruturais 45,90, ou seja, ndo ha uma diferenca significativa, o que significa que a
selecdo de traducdo ndo ¢ um fator determinante para a preferéncia de uso de codons dos
HPVs.

A correlagdo significativa entre f’1, f’2 e aromaticidade e hidrofobidade mostra
que a aromaticidade e a hidrofobicidade dos aminoécidos também influenciam na variagdo do
padrdo de uso de cddons. Codons com um alto conteudo AT, geralmente, codificam
aminoacidos hidrofébicos (D’ONOFRIO et al., 1999) e aromaticidade pode constituir, até
certo ponto, maior estabilidade nas ligagdes entre A e T (GUILLAUMES, SIMON &
GUERRA, 2015).

Os resultados obtidos em PCA mostram que os diferentes géneros (especialmente
Alphapapillomavirus) se apresentam agrupados, na maioria dos genes, o que sugere que oS
géneros estdo relacionados com a variagdo de utilizagdo de cddons sindnimos, apesar de os
agrupamentos dos géneros Gamma, Beta ¢ Mu estarem parcialmente sobrepostos, mostrando
padroes de uso de codons muito semelhantes entre eles. Cladel, Bertotto & Christensen
(2010) e F¢léz-Sanchez et al. (2015) também encontraram diferencas no uso de cdédons entre o
género Alpha e os demais, e concluiram que a utilizagdo de cédons nos papilomavirus pode
desempenhar um papel na facilitacio da fuga da vigilancia imunolégica, assim como o
tropismo e a produtividade podem ser responsaveis pela variagdo na preferéncia de uso de
codons.

Conforme a variagdo dos valores de distribuicdo, percebe-se que os genes nao
estruturais sdo mais conservados que os genes estruturais, pois exibem menor variagdo nesses
valores. Isso pode ser explicado pelo fato de que as proteinas estruturais sdo aquelas que
interagem diretamente com os receptores das células do hospedeiro para infectar essas células,
e consequentemente, elas interagem mais com o sistema imune do hospedeiro. Desta forma, a
maior variacdo no uso de codons pode ser devido a este mecanismo de escape imunologico.
Eventos de recombinagdo podem ter ocorrido ao longo da historia evolutiva causando as
variagoes observadas no uso de codons entre os géneros e os genes (SHAH, DOORBAR &
GOLDSTEIN, 2010).

Assim como nos graficos de dispersao, os dendrogramas mostram uma separagao
clara entre o género Alphapapillomavirus e os demais, mostrando que este possui um padrao

diferente de uso de codons sindnimos. Os outros géneros tém padrdes semelhantes entre si, o
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que corrobora com o resultado obtido em PCA. O género Alpha possui os tipos de HPV de
alto risco, e essa utilizacdo diferenciada de cddons pode estar relacionada com a sua

adaptagao ao hospedeiro permitindo aos virus deste género graus maiores de patogenicidade.

6. CONCLUSAO

Este estudo revelou que o viés de uso de codons ¢ alto em HPV, e a pressao de
mutacdo ¢ o principal fator que afeta a variagao do uso de codons. Outros fatores, incluindo
restricdes de composi¢do, aromaticidade e hidrofobicidade também podem, em menor escala,
controlar conjuntamente o viés de uso de cddons sinénimos. Além disso, a andlise dos
padrdes com base no método de PCA indica que géneros apresentam diferentes perfis de uso
de cddons, especialmente o género Alpha, que possui os tipos de HPV de alto risco, indicando
maior adaptacdo ao hospedeiro. Foi verificado que o padrao de utilizagdo de cddons de HPV ¢
diferente do padrdo de utilizagdo de coddons de seu hospedeiro. Com a utilizagdo das
sequéncias das variantes de HPV, neste estudo, os resultados de outros autores em trabalhos
anteriores foram confirmados. Entretanto, outros estudos ainda precisam ser realizados para
que se determine as possiveis relacdes entre os padrdes de uso de codons em HPV, sua
diversificacdo, e a associacdo com os diferentes niveis de patogenicidade dos diferentes tipos

e variantes virais.
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Tipo Variante Género Linhagem Sublinhagem Numero de acesso GenBank
HPV1 - Mu - - V01116
HPV2 - Alpha - - NC 001352
HPV3 - Alpha - - X 74462
HPV4 - Gamma - - NC 001457
HPV5 - Beta - - M17463
HPV6 - Alpha A Al X00203
HPV6 CAC306 Alpha B Bl FR751337
HPV6 CAC301 Alpha B B2 FR751328
HPV6 B3 Alpha B B3 L41216
HPV7 - Alpha - - NC_001595
HPVS - Beta - - M12737
HPV9 - Beta - - NC_001596
HPV10 - Alpha - - NC_001576
HPV1I] - Alpha A Al M14119
HPV11 CAC86 Alpha A A2 FN907962
HPV12 - Beta - - X 74466
HPV13 - Alpha - - X62843
HPV14 - Beta - - X 74467
HPV15 - Beta - - X74468
HPV16 - Alpha A Al K02718
HPV16 European

German 131 Alpha A A2 AF536179
HPV16 AS411 Alpha A A3 HQ644236
HPV16  East Asian Alpha A A4 AF534061
HPV16 African 1 Alpha B Bl AF536180
HPV16 7109 Alpha B B2 HQ644298
HPV16 African 2 Alpha C Cl AF472509
HPV16 Qv00512 Alpha D DIl HQ644257
HPVI6  Qvi5321AA Alpha D D2 AY 686579
HPV16 Asian

American Alpha D D3 AF402678
HPV17 - Beta - - X 74469
HPV18 - Alpha A Al AY262282
HPV18 Qv16306 Alpha A A2 EF202146
HPV18 Qv15586 Alpha A A3 EF202147
HPV18 Qv02876 Alpha A A4 EF202151
HPVI8 CU11 Alpha A A5 GQ180787
HPVI13 Qv04924 Alpha B Bl EF202155
HPV18 BF172 Alpha B B2 KC470225
HPV18 Qv17199 Alpha B B3 EF202152
HPV18 Qv39775 Alpha C Cl1 KC470229
HPVI9 - Beta - - X 74470
HPV20 - Beta - - U31778
HPV21 - Beta - - U31779
HPV22 - Beta - - U31780



HPV23
HPV24
HPV25
HPV26
HPV27
HPV28
HPV29
HPV30
HPV30
HPV30
HPV30
HPV31
HPV31
HPV31
HPV31
HPV31
HPV31
HPV31
HPV32
HPV33
HPV33
HPV33
HPV33
HPV33
HPV34
HPV34
HPV34
HPV34
HPV34
HPV35
HPV35
HPV36
HPV37
HPV38
HPV39
HPV39
HPV39
HPV40
HPV41
HPV42
HPV43
HPV44
HPV45
HPV45
HPV45
HPV45

Qv00510
Rw060
Qv31356
IN221709
QV03876
QV17700
QV03136
QV14043
HQV00693

Qv34060
LZccl1233
Qv23819
BF375
Qv24615
Qv12026
Qv34920
Qv29446

Rw128

Qv21219
Rw72

Qv27565
BF134
Qv00550

Beta
Beta
Beta
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Beta
Beta
Beta
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha

Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha

roOQwWw e e

>> 00w > 0w > >

U31781

NC_001683.1

X74471
X74472
X74473
U31783
U31784
X74474

KF436842
KF436844
KF436850
J04353
HQ537675
HQ537676
HQ537680
HQ537682
HQ537684
HQ537685

NC 001586

M12732
HQ537698
EU918766
HQ537705
KF436865

X74476
KF436808
KF436810
KF436812
KF436816

X74477
HQ537727

U31785

U31786

U31787

M62849
KC470239
KC470247

X74478

NC 001354

M73236
AJ620205
U31788
X74479
EF202157
KC470256
EF202161
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HPV45
HPV47
HPV48
HPV49
HPV50
HPVS51
HPVS51
HPVS51
HPVS51
HPVS51
HPVS51
HPV52
HPV52
HPV52
HPV52
HPV52
HPV53
HPV53
HPV53
HPV53
HPV53
HPV53
HPV53
HPV54
HPV54
HPV56
HPV56
HPV56
HPV57
HPV58
HPV58
HPV58
HPV58
HPV58
HPV58
HPV58
HPV58
HPV59
HPV59
HPV59
HPV59
HPV60
HPV61
HPVe61
HPV61
HPVe61

Qv25000

Qv00891
INJP06405
Qv09427
Qv10565
BF366
Qv03594
Qv05867
Qv00615
Qv02575
Rw866
Qv28044
Qv31688
Qv28877
TJ4353
Qv22707

Qv18028

Qv22608
Qv26762

Qv15606
Qv00961
BF134
Rw937
Qv13816
Qv03841
Rw697
Qv25652
Qv23880
Qv25808

Rw940
Qv2384
Rw62

Alpha
Beta
Gamma
Beta
Gamma
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Gamma
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha

w>>OP>00000O0O@>OO0O0F>TIT > > > >

> >O00OQO@W®E > > >

Qw > >

EF202164
M32305
NC 001690
NC 001591
NC 001691
M62877
KF436870
KF436873
KF436875
KF436883
KF436886
X74481
HQ537740
HQ537744
HQ537746
HQ537748
X74482
KF436818
EF546477
EF546482
KF436823
GQ472849
EF546479
U37488
KF436894
X74483
EF177179
EF177176
X55965
D90400
HQ537752
HQ537758
HQ537762
HQ537764
HQ537774
HQ537768
HQ537770
X77858
KC470261
KC470263
KC470264
NC 001693
U31793
KF436853
KF436856
KF436858
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HPV62
HPV63
HPV65
HPV66
HPV66
HPV66
HPV67
HPV67
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV68
HPV69
HPV69
HPV69
HPV69
HPV70
HPV70
HPVT1
HPV72
HPV73
HPV73
HPV73
HPV74
HPV75
HPV76
HPV77
HPV78
HPV&0
HPVE1
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV&2
HPV8&3

Qv25111
Qv25260

Qv22701
Qv01017
Qv18016
Cl1
Qv33015
Qv00677
Qv30285
Qv17725
Qv25395
Rw826
Qv29573
Qv35103
Qv31811

Q5102

QV23185
QV00749

Qv34571
Qv28313
Rwl17
P5 860
Rw606
Rw74
Rwl5
Qv28248

Alpha
Mu
Gamma
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Beta
Beta
Alpha
Alpha
Beta
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Alpha

W TmmoOOOQOQ@E > > T >

oo ww > > >

AY39570
NC_001458
X70829
U31794
EF177188
EF177187
D21208
HQ537780
X67161
KC470269
KC470270
FR751039
KC470274
KC470275
KC470276
KC470277
KC470279
KC470281
AB027020
KF436859
KF436861
KF436863
U21941
KC470287
NC_002644
X94164
X94165
KF436829
KF436834
AF436130
Y15173
Y15174
Y15175
KC138720
Y15176
AJ620209
AB027021
KF436787
KF436793
KF436794
KF444055
KF436800
KF436801
KF436802
KF436803
AF151983
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HPVg4
HPV85
HPV86
HPV87
HPV&8
HPVE&9
HPV90
HPVI1
HPV92
HPV93
HPV94
HPV95
HPV96
HPV97
HPVI98
HPV99
HPV100
HPV101
HPV102
HPV103
HPV104
HPV105
HPV106
HPV107
HPV108
HPV109
HPV110
HPV111
HPV112
HPV113
HPV114
HPV115
HPVI116
HPV117
HPV118
HPV119
HPV120
HPV121
HPV122
HPV123
HPV124
HPV125
HPV126
HPV127
HPV128
HPV129

Alpha
Alpha
Alpha
Alpha
Gamma
Alpha
Alpha
Alpha
Beta
Beta
Alpha
Gamma
Beta
Alpha
Beta
Beta
Beta
Gamma
Alpha
Gamma
Beta
Beta
Alpha
Beta
Gamma
Gamma
Beta
Beta
Gamma
Beta
Alpha
Beta
Gamma
Alpha
Beta
Gamma
Beta
Gamma
Beta
Gamma
Beta
Alpha
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma

AF293960
AF131950
AF349909
AJ400628

NC 010329
AF436128

NC 004104
AF419318

NC 004500
AY382778
AJ620211
AJ620210

NC 005134
EF202168

NC 012744

NC 012745

NC 012746

NC_008189
DQ080083

NC_008188

NC 012750

NC 012747
DQ080082
EF422221

NC 012213

NC 012485
EU410348
EU410349

NC 012486

NC 012748

NC 013931

NC 013591

NC 013035
GQ246950
GQ246951
GQ845441
GQ845442

NC 014185
GQ845444
GQ845445
GQ845446
FN547152

NC 016157

NC 014462

NC 014952

NC 014953
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HPV130
HPV131
HPV132
HPV133
HPV134
HPV135
HPV136
HPV137
HPV138
HPV139
HPV140
HPV141
HPV142
HPV143
HPV144
HPV145
HPV146
HPV147
HPV148
HPV149
HPV150
HPV151
HPV152
HPV153
HPV154
HPV155
HPV156
HPV159
HPV160
HPV161
HPV162
HPV163
HPV164
HPV165
HPV166
HPV167
HPV168
HPV169
HPV170
HPV171
HPV172
HPV173
HPV174
HPV175
HPV178
HPV179

Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Beta
Gamma
Beta
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Beta
Beta
Beta
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Beta
Alpha
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Beta
Gamma
Gamma
Gamma

GU117630
NC 014954
NC 014955
GU117633
NC 014956
NC 017993
NC 017994
NC 017995
HM999990
HM999991
NC 017996
HM999993
HM999994
HM999995
NC 017997
HM999997
HM999998
HM999999
NC 014835
GU117629
FN677755
FN677756
JF304768
JN171845
NC 021483
JF906559
TX429973
HE963025
AB745694
JX413109
JX413108
JX413107
JX413106
TX444072
NC 019023
NC 022892
KC862317
JX413105
JX413110
KF006398
KF006399
KF006400
HF930491
KC108721
NC 023891
NC_022095
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HPV180
HPV184
HPV197
HPV199
HPV200
HPV201
HPV202
HPV204

Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma
Gamma

KC108722
HG530535
KMO085343
KJ913662
KP692114
NC_027528
KP692116
KP769769
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