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0. Resumen
El VIH evita la respuesta de los linfocitos T CD8+ de clase | a través de la seleccion

de mutaciones de escape que dejan una “huella” mutacional caracteristica — también
conocida como polimorfismos asociados a los alelos HLA (HAPs) — en la secuencia
del VIH a nivel poblacional. Aunque muchas huellas de los alelos HLA son universales
entre las poblaciones humanas y subtipos de VIH, otras pueden ser especificas de la
region como resultado del contexto inmunogenético Unico de cada poblacion
hospedera. Usando un modelo probabilistico corregido filogenéticamente, se
compararon los HAPs en los genes virales Gag y Pol (en la regidon de la proteasa y la
transcriptasa inversa, PR-RT) del VIH en 1,612 individuos infectados por virus de
subtipo B, sin tratamiento antirretroviral, de México y 1,641 de una cohorte de
referencia de Canad&/EUA. Un total de 252 alelos diferentes de HLA de clase | fueron
encontrados, incluyendo 140 que fueron observados en ambas cohortes, 67 Unicos en
México y 45 Unicos en Canada/EUA. Con un umbral estadistico definido de g<0.2, se
identificaron 358 HAPs en México (201 en Gag y 157 en PR-RT), mientras que para
Canada/EUA se identificaron 905 (534 en Gag y 371 en PR-RT). Los HAPs
identificados en México incluyen tanto vias de escape asociadas a los alelos HLA
“canodnicos” como nuevas asociaciones, en particular con alelos HLA enriquecidos en
las poblaciones mestizas y amerindias. De manera notable, la huella de los alelos HLA
sobre el VIH en México no solo fue escasa, sino que en promedio y de forma
significativa fue mas débil con respecto a la presente en Canada/EUA, con algunas
excepciones. De todos los HAPs descritos para la cohorte mexicana, se encontraron
solo 9 que afectaban la capacidad replicativa viral, 6 de ellos asociadas
estadisticamente con valores de capacidad replicativa viral alta y 3 de ellos asociados
con valores de capacidad replicativa viral bajos. Un analisis exploratorio sugiere
fuertemente que la huella de HLA débil en el VIH en México puede deberse, en parte,
a la débil y/o poco consistente presion inmune mediada por los alelos HLA en esta
poblacion, en comparacion con poblaciones mayoritariamente caucasicas. Las
implicaciones de estas diferencias para una vacuna que induzca inmunidad contra el

VIH ameritan estudios posteriores mas exhaustivos.
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1.Introduccion

1.1. Panorama de Ila infeccion por el virus de la

inmunodeficiencia humana en el mundo
Después de mas de 30 afios del descubrimiento del virus de inmunodeficiencia

humana (VIH) como agente causal del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA), la infeccién continda siendo un grave problema de salud publica a nivel
mundial. De acuerdo a los reportes de la Organizacién Mundial de la Salud (ONU), a
finales de 2016 existian 36.7 millones [34.8 — 44.9 millones] de individuos infectados
con VIH a nivel global (10). El area mas afectada por la infeccién a nivel mundial es
Africa oriental y meridional con 19.4 millones de personas viviendo con VIH [17.8 —
21.1 millones] seguida de Africa central y occidental con 6.1 millones de personas
viviendo con VIH [4.9 — 7.6 millones] y Asia y el Pacifico con 5.1 millones [3.9 millones
— 7.2 millones] (Figura 1). Segun la hoja informativa de ONUSIDA, a finales de 2016
existieron 1.8 millones de nuevas infecciones a nivel global y se registraron 1 millén
muertes relacionadas con el SIDA [830,000 — 1.2 millones] (18). Sin embargo, a nivel
global, el nimero de nuevas infecciones se ha reducido en 11% en adultos, mientras
gue en nifios en 47% desde 2010 [de 300,000 nuevas infecciones en el 2010 a 160,000
nuevas infecciones en 2016]. Asi mismo, el nimero de muertes relacionadas con el
SIDA, ha disminuido de manera importante desde el 2005 (48% de 2005 a 2016) (18).
La ONU ha establecido metas ambiciosas para el control global de la epidemia de VIH
hacia 2020 buscando que: 7) 90% de personas que viven con VIH conozcan su estado
seroldgico respecto al VIH, ya que se estima que existen 7.5 millones de personas que
viven con el VIH en todo el mundo que no saben que tienen el virus; 2) 90% de
personas que conocen su estatus de infeccion tengan acceso al tratamiento
antirretroviral, ya que se estima que actualmente 10.2 millones de personas que tienen
VIH requieren el tratamiento pero no tienen acceso a ély 3) que el 90% de las personas
gue se encuentran bajo tratamiento antirretroviral tengan una supresion de la carga
viral a niveles indetectables, lo que contribuira ademas a reducir las nuevas
infecciones, ya que se estima que existen aun 10.8 millones de personas que viven

con VIH, que se encuentran bajo tratamiento antirretroviral pero que no estan en
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supresion viral (19). Este objetivo ambicioso a nivel mundial requiere la inversion de
millones de délares en salud. Se sabe que a finales del 2014 se habian invertido 20,200
millones de doélares para la respuesta del SIDA en pacientes de bajos y medianos
recursos (20). Con esto se cree que hacia el 2030 se logrard también el objetivo de
cero nuevas infecciones por VIH, cero discriminaciones y cero muertes relacionadas
con el SIDA.

Figura 1 Numero estimado de adultos y nifios que viven con VIH a nivel mundial

Se muestra el nimero estimado de adultos y nifios que vivian con VIH a nivel global a finales del 2016. Africa
oriental y meridional es el &rea mas afectada a nivel mundial con 19.4 millones de personas que viven con VIH.
En América Latina se estima que existen 1,8 millones de adultos y nifios que viven con VIH. Tomado de (10).

1.2. Situacion epidemioldgica del VIH/SIDA en México

La situacion de la epidemia de VIH/SIDA en nuestro pais refleja el gran esfuerzo
realizado. Se ha logrado el acceso universal gratuito al tratamiento antirretroviral, pero
aun falta mucho con respecto a la deteccidén temprana y oportuna de las personas que
viven con VIH. Hasta el primer trimestre del 2017, el Centro Nacional de la Prevencion
y Control del VIH y SIDA (CENSIDA) estimo 254,871 casos de VIH/SIDA notificados
desde el inicio de la epidemia en 1983, de los cuales el 54.4% (138,972) de las
personas aun viven (21). A finales del 2016, se registraron 9,257 nuevos casos de VIH,

de los cuales 4,112 (44%) se diagnosticaron en etapa de SIDA. Los estados con una
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tasa mayor de casos nuevos de VIH fueron: Campeche 17.4, Yucatan 13.7, Quintana
Roo 7.8 Tabasco 7.6 y Oaxaca 6.7 (tasa por 100,000 habitantes) (22).

La infeccién por VIH en nuestro pais sigue siendo concentrada en grupos de mayor
riesgo, ya que no se ha establecido en la poblacion general (23). La prevalencia de la
infeccion por el VIH en la poblacidon adulta de 15 a 49 afios es de 0.23%, siendo los
hombres los mas afectados (77%). Las poblaciones més afectadas por la infeccion por
VIH son: hombres trabajadores sexuales (HTS), hombres que tienen sexo con
hombres (HSH), seguidos de mujeres trans en trabajo sexual (MT-TS), con
prevalencias de 21.1%, 17.3% y 15.5% respectivamente (24). Los hombres y mujeres
que usan drogas inyectadas tienen una prevalencia de la infeccion de 5.8% mientras
que la poblacion menos afectada son las mujeres trabajadoras sexuales (MTS) con
0.7% (24).

La transmisién de la infeccidn por VIH en México ha sido principalmente por via sexual.
Esta via de transmision fue la causante del 98.5% de los nuevos casos reportados en
el 2014 para hombre y 97% para mujeres. El 54% de las nuevas infecciones fueron
registradas en la poblacion HSH, mientras que el 29% de los hombres que viven con

VIH declararon haberse infectado en una relacion heterosexual (23).

Hacia finales del 2016, 86,960 personas que viven con VIH se encontraban bajo
tratamiento antirretroviral, de las cuales el 78.5% eran hombres y el 21.5% mujeres.
Del total de personas bajo tratamiento antirretroviral, mas del 80% tenia carga viral

indetectable a los 6 meses del inicio del mismo (21).

Es notorio que se han hecho esfuerzos para cumplir los objetivos planteados en la
respuesta al VIH/SIDA en nuestro pais. Sin embargo, el desconocimiento del tema que
lleva a un diagnéstico tardio, la baja distribucion de los programas de prevencion de la
infeccion por VIH en los grupos de riesgo mas importantes en el pais y el acceso a
centros de atencion para las personas que viven con VIH para brindarles un servicio
integral donde el tratamiento antirretroviral pueda iniciarse de forma oportuna, aun
siguen siendo puntos clave que deben de seguir trabajandose en nuestro pais. De
acuerdo a la meta propuesta por ONUSIDA, en México hasta diciembre de 2016 el

63% del total de personas que se estima viven con VIH, saben su estatus, de ellas el
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94% se encuentran con tratamiento antirretroviral y el 81% de ellas tiene supresion
viral (24).

1.3. El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)

1.3.1. Origen y clasificacion del VIH
El VIH se origin6 de varios saltos zoonoticos del SIV (virus de inmunodeficiencia en

simios) de primates no humanos a humanos en el Oeste y Centro de Africa. Se cree
que la transmision a través de las especies ocurrid por exposicion cutanea y de las
mucosas a fluidos infectados de carne de caza o por mantener a sSimios como
mascotas y recibir mordidas u otras heridas (25, 26). Hasta la fecha se conocen mas
de 40 especies de lentivirus que afectan naturalmente a primates no humanos
distribuidos en diferentes paises africanos como Gabdén, Guinea Ecuatorial, Camerun
Tanzania y la Republica del Congo (27-30).

Filogenéticamente los virus mas cercanos al VIH-1 son el SIVcpz Yy SIVgor que fueron
aislados del chimpancé (Pan trogodytes troglodytes) y de los gorilas (Gorilla gorilla)
mientras que el SIV mas cercano al VIH-2 es SIVsmm que infecta al Sooty Mangabey
(27, 31-33) (Figura 2). La gran diversidad del VIH esta asociada con multiples zoonosis
de SIV entre varias especies de primates no humanos ademas de la introducciéon de
estos virus dentro de los humanos. Cada uno de los grupos del VIH se han generado

de transmisiones entre especies independientes (revisado en (3)).
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Figura 2 Origen del VIH

Especies de SIV que afectan a primates no humanos. El sufijo indica la especie de donde se origina. Muchos
de estos virus realizaron zoonosis entre las especies hasta llegar VIH que afecta al humano. En rojo se muestran
algunos ejemplos de zoonosis con el virus al que dieron origen. Tomado de: (3)

Como se mencioné antes, los dos tipos de VIH son VIH-1 y VIH-2 y provienen de
zoonosis independientes. Ambos tienen una homologia genética de hasta el 60% en

el gen viral gag (34).

El VIH-2 incluye 8 grupos diferentes, su distribucion estéa limitada a al Oeste de Africa
en paises como Guinea-Bissau y Senegal (35) (Figura 3). Los grupos A y B han sido
encontrados en un grupo de individuos considerable, siendo el grupo B el mas
predominante en Costa de Marfil (36, 37), mientras que los demas grupos del VIH-2
han sido encontrados en individuos Unicos, sugiriendo que representan infecciones

con una propagacion muy limitada..

Hasta el momento se conocen 4 grupos diferentes el VIH-1, que difieren ente si entre
20-50% en el gen viral env (38). El grupo M es el causante de mas del 90% de las

infecciones por VIH-1 a nivel global. El grupo O estd menos distribuido y se encuentra
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presente en menos del 1% de las infecciones por VIH-1 a nivel global, encontrandose
Gnicamente en Camerun, Gabon y algunos paises vecinos (39, 40). El grupo N es
mucho menos prevalente que el grupo O, solo se ha encontrado en 13 individuos en
Camerun. Finalmente el grupo P fue descubierto recientemente en dos individuos

provenientes de Camerun (41, 42) (Figura 3).

Figura 3 Clasificacién del VIH
La figura muestra los dos tipos de VIH que existen VIH-1 y VIH-2, con sus grupos correspondientes. El grupo
M causante de més del 90% de los casos de infeccion por VIH/SIDA en el mundo tiene 9 clados diferentes y 84

Formas recombinantes circulantes (CRFs). El clado A y F a su vez estan diversificados en dos sub-subtipos.
Se muestra también el porcentaje de homologia o variacién entre los tipos, grupos y clados.

A su vez el grupo M se encuentra dividido en 9 clados diferentes A-D, F-Ky J, K (Figura
3) que varian entre 8-17% en su genoma. Dado que el grupo M es el mayormente

distribuido a nivel mundial, la distribucion de cada uno de sus clados varia globalmente.

El clado C es el mas abundante a nivel global, representando el 48% de las infecciones
a nivel global (Figura 4). Esto se explica debido a que el clado C es el agente causante
del 98% de las infecciones por VIH en Africa del Sur, siendo este continente el mas
afectado por la infeccion por VIH a nivel global (43).

Por otra parte, el subtipo B, afecta principalmente a América del Norte, América Central

y muchos paises de Europa con el 11% de las infecciones totales a nivel global (16).
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La distribucion de los clados D, E, F G, H J y K ha sido limitada; la mayoria de estas

se han encontrado en Africa central y occidental (Figura 4).

Figura 4 Distribucién de los clados y CRFs del VIH-1 a nivel mundial

Distribucion global de los diferentes clados de VIH y las principales CRFs. El pastel representa la proporcion de
cada clado y las CRF del 2004-2007 en cada region. El tamafio de cada pastel corresponde con el nimero
relativo de individuos que viven con VIH en cada regién. Cada clado esta representado por un color distinto.
Africa Central es la region donde se encuentran casi todos los clados del VIH-1 del grupo M, apoyando la
hipotesis de que fue ahi donde se originé la epidemia del VIH en el humano (4-8). Por su parte el clado B se
encuentra distribuido en América del Norte, América Latina y Europa. Tomado de (16).
Por daltimo, hay que mencionar que existen virus circulantes que contienen
recombinaciones entre los clados mas comunes. Estos virus mosaico se denominan
formas recombinantes circulantes (CRFs, por sus siglas en inglés) y formas
recombinantes Unicas (URFS) y sus secuencias contienen partes de virus de diferentes
clados. Hasta la fecha se conocen 84 CRFs distribuidas en a nivel mundial (Base de
datos de VIH de Los Alamos, www.hiv.lanl.gov/) encontradas en 3 o mas individuos

no relacionados epidemioldégicamente para las CRFs o un solo individuo para URFs.
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En la Figura 4 se muestra la distribucion a nivel global de las principales CRFs, las
mas comunes son CRF01_AE, CRF02_AG y CRF_03_AB.

1.3.2. Organizacion del genoma viral y estructura del VIH
El VIH pertenece al género de los lentivirus dentro de la familia Retroviridae. Posee un

genoma de RNA de cadena sencilla positiva de aproximadamente 9.8Kb. Su genoma
contiene tres genes principales que comparte con todos los retrovirus, gag (grupo de
antigeno-especifico), pol (polimerasa) y env (envoltura) que codifican para las

proteinas necesarias para su ciclo de replicacion (Figura 5).

Su genoma tiene 3 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en inglés) y
codifica para 15 proteinas diferentes nombradas de acuerdo con su peso molecular.
El gen gag codifica para las proteinas estructurales del virus: la matriz (p17, MA) que
forma una envoltura que se encuentra unida directamente a la bicapa lipidica; la
capside (p24, CA) que forma un core en forma de fullereno cénico dentro de la matriz;
la nucleocéapside (p7, NC) encargada de cubrir y proteger al RNA viral y p6, proteina

gue ayuda a la salida de los virus.

Figura 5 Estructura del genoma del VIH

El genoma del VIH, integrado en el genoma de la célula infectada, mide aproximadamente 9.8Kb. Tiene 3
marcos de lectura abiertos (ORF) y codifica para 15 proteinas diferentes (marcadas como rectangulos). En
cada extremo tiene secuencias de repeticiones terminales (LTR) que contienen importantes regiones
regulatorias, especialmente para la iniciacion de la transcripcion y poliadenilacion. El inicio del gen esta indicado
con numeros en la parte superior izquierda y corresponde al primer nucleétido en el codén de inicio en el gen,
mientras que el codon de paro esta indicado con un nimero en la parte inferior derecha. Los exones eliminados
por splicing en Tat y Rev son marcados con rectangulos grises. Modificado de:(15)

El gen pol codifica para las enzimas virales: la proteasa (p 70, PR), encargada de cortar
las poliproteinas para madurar al virién recién liberado de la célula; la transcriptasa
reversa (p66/p51, RT), que se encarga de transcribir el RNA viral a DNA en las etapas

tempranas del ciclo de replicacion y la integrasa (p317, IN), que se encarga de modificar
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el DNA viral y transportarlo al nlcleo para su integracion en el genoma de la célula

hospedera.

El gen env codifica para las proteinas que se encuentran en la envoltura del virién: la
proteina de superficie (gp 720, SU), proteina encargada de unirse a la célula blanco y
que tiene afinidad tanto por el receptor de células T CD4 (44) como por los receptores
de quimiocinas que el VIH usa como correceptores (ver mas adelante) y la proteina
transmembranal (gp41, TM), que contiene los péptidos de fusién que ayudan en el

proceso de entrada del VIH a la célula.

El genoma del VIH codifica también para proteinas reguladoras y accesorias. La
proteina reguladora del virion (p79, Rev), y el factor transactivador viral (p74, Tat) se
consideran proteinas reguladoras del ciclo viral, mientras que, las proteinas: factor de
infectividad viral (p23, Vif), la proteina viral u (p76, Vpu), la proteina viral r (p15, Vpr) y
el factor negativo (p27, Nef) son consideradas como proteinas accesorias.

La estructura general del VIH se muestra en la Figura 6. En su superficie se
encuentran la proteina SU anclada al virus por la uniébn no covalente con la proteina
TM formando trimeros de heterodimeros de SU-TM, de los cuales, un virion tiene 14 +
7 trimeros (45). La capa lipidica que toma al gemar de la célula contiene muchas
proteinas celulares como las moléculas del antigeno leucocitario humano (HLA por sus
siglas en inglés), actina y ubiquitina (46). En su interior contiene una matriz que se
encuentra unida a la envoltura lipidica que contiene aproximadamente 2000 copias de
MA. Cuenta también con una céapside en forma de furelleno cénico, formada por
hexameros y pentameros de la proteina CA, que se encuentra en el centro del virion.
Las dos hebras de RNA que conforman el genoma viral, pueden o no ser idénticas y
se encuentran dentro de la capside, cubiertas por la proteina NC (o p7). Dentro del
viribn se encuentran tres enzimas indispensables para comenzar su ciclo de
replicacion, la proteasa (PR), la transcriptasa reversa (RT) y la Integrasa (IN), y se han
encontrado también, proteinas como Nef, Vif, y Vpr ademas de varias moléculas de
tRNALYS2 que van unidas al RNA viral (47).
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Figura 6 Estructura del VIH

La figura muestra un modelo de la estructura del VIH determinado por el banco de proteinas (PDB) (1). Se
indica la posicion de las diferentes proteinas que se integran en el virion. El color agrupa a las proteinas segun
su funcion: en azul las proteinas estructurales: matriz (MA), capside (CA), proteina de superficie (SU), y la
proteina transmembranal (TM); en verde las proteinas accesorias y regulatorias: la proteina viral u (Vpul]), el
factor de infectividad viral (Vif), la proteina viral r (Vpr), la proteina p6, el factor negativo (Nef), el regulador del
virién (Rev) y el transactivador viral (Tat) mientras que en magenta las enzimas virales: la transcriptasa reversa
(RT), la Integrasa (IN) y la proteasa (PR). El genoma del virus esta compuesto por 2 moléculas de RNA que se
encuentran en amarillo. La membrana lipidica se muestra en violeta. Modificado de: (14).
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1.3.3. Ciclo de replicacion del VIH

Las células blanco del VIH son las células que expresan el receptor CD4 (Células

CD4+) que incluye a los linfocitos T cooperadores CD4+ y macrofagos (revisado en

(48)).
Unién del virus a la célula blanco

Para comenzar el ciclo de replicacion, el VIH debe encontrar y unirse a la célula blanco
a través de la proteina gp120 viral con el receptor CD4 (44). Se ha observado también
que gpl120 puede unirse de manera inespecifica a otras moléculas de las células con
carga electrostatica negativa como proteoglicano de heparan-sulfato (49) o mas
especificamente a la integrina a437 (50), estas uniones favorecen el acercamiento del
virus con el receptor celular CD4, cuya union aumenta la eficiencia de la infecciéon (51)

(Figura 7, paso 1).

La union de la molécula gp120 con el receptor CD4, causa cambios conformacionales
dentro de gp120 que exponen los dominios de union al correceptor. La proteina gp120
es una proteina altamente glicosilada que contiene dominios conservados (C1 — C5) y
dominios variables (V1 —V5), denominados de esa forma por heterogeneidad genética.
Los dominios variables forman bucles a excepcién de V5. La region V3 es la region
mas importante para la union al correceptor (revisado en (52)), ya que después de que
la proteina gp120 se une al receptor CD4, sufre cambios en sus dominios V1 y V2,

seguidos de cambios dentro de V3.

Como paso final de la union del virus a la célula, el VIH se une a través de gp120-V3
al correceptor. Los correceptores principales para el VIH son el receptor de [-
guimiocinas C-C tipo 5, (CCRS5, (53, 54)) y el receptor de a-quimiocinas C-X-C tipo 4
(CXCR4, (55)). De acuerdo al tipo de correceptor que usa el VIH, se le puede
denominar virus R5 si usa el correceptor CCR5, virus X4 si usa el correceptor CXCR4
y virus R5X4 si puede utilizar ambos receptores (Figura 7, paso 1) (56).

Unos de los mas grandes hallazgos sobre los correceptores, es el descubrimiento de
una delecidon de 32pb en el receptor CCR5, que tiene una frecuencia de alrededor del
10% en personas de origen caucasico (57, 58). Esta delecion causa un codén de paro
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prematuro en el segundo bucle de CCR5, causando la retencion de esta proteina en
el reticulo endoplasmico, por lo cual no se expresa en la membrana celular. Se sabe
que la homocigosis para este polimorfismo resulta en resistencia a la infeccion por VIH,
mientras que la heterocigosis solo brinda proteccion parcial a la infeccion (57, 58).

Sin embargo, se ha observado que el VIH puede usar otras moléculas como
correceptores, dentro de estos se encuentran: CCR1, CCR2b, CCR3, CCR6, CCRS,
APJ, CXCR6 (BONzO/strI33), GPR15 (BOB), CX3CR1, CMKLR1 (ChemR23),
CXCR3 0 CXCR7 (RDC1) (59-65). EI conocimiento de todas estas moléculas que
interactdan con el virus, son un reto para disefiar nuevos compuestos que bloqueen la

entrada del virus a las células y modular la transmision y diseminacion en el organismo.

Entrada del virus a la célula blanco

El siguiente paso del ciclo de replicacion viral, es la fusion de las membranas del virus
y la célula blanco (Figura 7, paso 2). Este proceso de fusion ocurre después de que
gpl120 se uni6é al correceptor y provocO cambios conformaciones que exponen
dominios hidrofébicos de la proteina transmembranal gp41 (TM), que se insertan en la
membrana celular. Los llamados péptidos de fusién de cada gp4l se doblan para
formar una bisagra, uniéndose la region amino-terminal (HR-N) y el dominio carboxi-
terminal (HR-C) de los trimeros, formando asi un paquete de 6 hélices (6HB) (66, 67).
Las membranas quedan lo suficientemente cerca, para formar un poro de fusion
(revisado en (68)) y liberar el contenido viral al citoplasma de la célula blanco. Adn no
se tienen muy clara la estructura nativa de la proteina gp41, ni si es necesario un

trimero o multiples trimeros para la completa fusion de membranas.

Descapsidacion de la particula viral

Una vez formado el poro entre membranas, la capside que se encuentra en el interior
de la matriz viral, pasa al citoplasma de la célula (Figura 7, Paso 3). Debido a que el
RNA del VIH se encuentra encerrado en una capside, ésta debe sufrir el proceso de
descapsidacion para que la transcripcion reversa y la integracion del DNA viral se
pueda llevar a cabo.
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Figura 7 Ciclo de replicacion del VIH

El ciclo de replicacion comienza con la unién de la proteina gp120 al receptor CD4+ de la célula hospedera
(Paso 1), esta unién causa cambios conformacionales que expone los dominios de unién de gpl20 al
correceptor CCR5 o CXCR4. Cambios conformacionales dentro de gp4l provocan que se expongan los
dominios de fusién y se puedan unir las membranas del virus y de la célula huésped (paso 2). Una vez dentro,
la capside sufre una desintegracion (paso 3) para promover la transcripcion reversa del RNA viral a DNA (paso
4). El DNA viaja al ntcleo en un complejo de integracion (denominado PIC por sus siglas en inglés), con ayuda
de la integrasa (paso 5), una vez en el nucleo, la proteina celular LEDGF reconoce al complejo de la integras
con el DNA viral y lo guia hacia el DNA celular (paso 6). La integracion ocurre en sitios donde la cromatina sea
laxa en genes transcripcionalmente activos. Una vez integrado el genoma viral (llamado provirus), comienza la
transcripcion de los genes (paso 7). Los transcritos son transportados al citoplasma con ayuda de la proteina
celular CRML1 (paso 8). Los primeros transcritos codifican para las proteinas reguladoras Tat y Rev y la proteina
Nef (paso 9). La proteina Tat regresa al nlcleo y funciona como un transactivador aumentando la produccién
de RNAviral. La proteina Rev, se encarga principalmente de regular el proceso de splicing, y ayuda al transporte
de los RNA virales hacia el citoplasma. Los RNA mensajeros son traducidos para producir las proteinas Vif,
Vpr, Vpu, las poliproteinas de la envoltura y Gag-Pol. Una vez que existen los polipéptidos de Gag-Pol estos
se ensamblan cerca de la membrana lipidica donde ya se encuentran ancladas las proteinas de superficie
gp120y gp41l, el transporte hacia la membrana es a través de las proteinas celulares de transporte de vesiculas
(paso 10). Los complejos celulares ALIX, y ESCRT (paso 11), son secuestrados para ayudar a la gemacion de
la nueva particula viral (paso 12). Una vez fuera el virus debe madurar (paso 13) con ayuda de la proteasa viral
gue se encarga de cortar las diferentes poliproteinas de Gag y Pol. Varios pasos importantes del ciclo de
replicacién han sido intervenidos (lineas rojas) por farmacos antirretrovirales (cuadros blancos) o por factores
de restriccion celular (cuadros grises). NRTIs, inhibidores de la transcriptasa reversa analogos de nucledsidos;
NNRTIs inhibidores de la transcriptasa reversa no analogos de nucledsidos; LTR, regiones terminales repetidas.
Tomado y modificado de: (17)

Se sabe que la capside tiene forma de fullereno con un tamafio de 100 -120 nm de
largo y de 50-60 nm de ancho (69), que tiene intercalados 250 hexadmeros y 12
pentdmeros de la proteina viral p24 (CA) (70-72), el angulo formado por el cono se

encuentra entre 18°y 24° que puede variar de una particula a otra (69).

Dentro de la capside se encuentra: el RNA viral acoplado a la proteina Nucleocapside
(p7, NC), la proteina viral r (Vpr), la enzima transcriptasa reversa (RT) y la Integrasa
viral (IN), ademas de algunas proteinas celulares como la Ciclofilina A (CypA) y la
proteina APOBEC3G (73).

Se tiene claro que la descapsidaciéon ocurre después de que se llevé a cabo la fusion
de la membrana viral con la membrana plasmatica y antes de que el DNA viral sea
integrado al DNA de la célula blanco; sin embargo, aun no se conoce exactamente el

momento en que ocurre este proceso (Figura 7, paso 3).

Existen varias teorias sobre cudl es el mecanismo de descapsidacion; algunas

proponen que este evento puede ocurrir de forma temprana al momento de introducir
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la capside en el citoplasma de la célula blanco, mientras que otras proponen que puede
ocurrir justo fuera del poro nuclear (74-77). Sin embargo, se sabe por muchos estudios
que el tiempo en el que se lleve a cabo al descapsidacion es muy importante para la
una sintesis de DNA viral productiva asi como los factores celulares que juntos forman

el complejo de retrotranscripcion (RTC, por sus siglas en inglés) (78, 79).

El factor celular més estudiado es la proteina celular peptidilpropilil-isomerasa
denominada Ciclofilina A (CypA), que se une a las proteinas virales CA, provocando
gue la formacién de la capside viral sea mas estable y evitando asi la descapsidacion
prematura. Ademas, CypA causa cambios en las proteinas CA donde se une

disminuyendo la susceptibilidad a factores de restriccion celulares (80).

Otra funcion de CypA es contrarrestar el efecto del factor de restriccion celular
encontrado en macaco Rhesus, rhTRIM5a, el cual, cuando no se encuentra CypA
unida a CA, provoca la descapsidacion prematura impidiendo la transcripcion reversa
del RNA viral a DNA (Figura 7, paso 3) (81, 82).

Retrotranscripcion del RNA viral

La formacién del complejo RTC es muy importarte para el ciclo de replicacion viral, ya
gue de esto depende que el virus pueda integrar su DNA recién sintetizado dentro del
genoma de la célula blanco. El proceso de retrotranscripcion del RNA viral para
producir DNA viral es un proceso sumamente complejo, en el que se ve involucrada la
enzima viral retrotranscriptasa (RT), enzima con funciones de polimerasa de DNA
dependiente de RNA y DNA; y una RNAasa que degrada RNA cuando se encuentra
en un duplex de DNA-RNA.

La RT es un heterodimero que estd compuesto por dos subunidades, una mayor
denominada p66 (con 560 aminoacidos) que tiene el dominio catalitico del complejo y
una subunidad menor llamada p51 (que cuenta con 440 aminoacidos) cuya funcion es

darle estructura a la enzima (83-85).

Para llevar a cabo el proceso de retrotranscripcion (Figura 7, paso 4), la RT requiere
de un molde o templado y un primer o cebador como todas las demas polimerasas. El

templado que utiliza la RT es el RNA viral empacado en la capside, constituido por una
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hebra de RNA de sentido positivo (es decir, el genoma viral y el RNA mensajero son
copiados de la misma hebra de DNA). El cebador utilizado para la retrotranscripcion
es una molécula de RNA de transferencia para lisina (tRNAYs3), que lleva consigo

dentro del viribn de un ciclo anterior.

El cebador se encuentra unido al RNA viral por complementariedad de bases a una
regiéon denominada sitio de unién al primer o pbs (por sus siglas en inglés) que tiene
aproximadamente180 nucleétidos de longitud y se encuentra en el extremo 5’ del RNA
viral. Esta union forma un duplex de RNA-DNA que sirve como sustrato para la
RNAasa H de la RT. Con esto, la primera parte que se copia a DNA es la region pbs,

seguida de la region U5 y la region R presentes en el LTR 5’ viral.

Una vez que el RNA viral termina y la RT no puede seguir mas por falta de molde, la
nueva hebra de DNA (-) forma un puente por homologia de la region R recién copiada
del extremo 5’ con la region R de la regién 3’ del RNA viral, a este proceso se le conoce
como transferencia de hebra y de esta manera la RT puede continuar con la sintesis

de DNA (-) tomando como molde el resto del genoma viral.

De esta forma, la transcripcién de la hebra de DNA (-) continua con las regiones U3,
env, pol y gag; mientras que la RNAasa H degrada los restos de RNA presentes en el

duplex DNA-RNA que se van formando con la sintesis de DNA.

Existe una secuencia dentro del RNA viral rica en purinas denominada ppt (por sus
siglas en inglés), que es resistente a la RNAasa H y queda como primer para sintesis
de la hebra de DNA (+). El VIH como otros retrovirus tiene mas de un sitio ppt, uno que
se considera el principal y se encuentra cercano al extremo 3’ y otro en la regidn central
del RNA viral que no es indispensable para la sintesis de la hebra de DNA (+), pero

puede incrementar la habilidad del virus para generarla (86, 87).

La hebra de DNA (+) comienza entonces a partir de la regién ppt en direccién 3’,
copiando de la hebra de DNA (-) las regiones U3, R, U5 y los primeros 18 nucleétidos
del tRNAYS2 que aln sigue unido a la hebra de DNA(-) (88). En este momento se debe

realizar la segunda transferencia de hebra para poder continuar con la sintesis de la
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hebra DNA (+). Para esto, se forma un puente por homologia entre la region pbs recién

sintetizada con la region pbs de la hebra de DNA (-).

Esta nueva transferencia de hebra permite la continuacion de la sintesis del DNA (+)
con la copia de la regidén gag, pol, env y la region ppt, formandose asi, la sintesis de
DNA viral de doble hebra.

La transcripcion reversa da como resultado a un producto mas largo que el RNA viral,
debido a la formacién de las regiones largas de repeticidon o LTRs. Estas secuencias
son idénticas en ambos extremos y se forman por la copia de la regiéon U3 del extremo
3’ y las regiones R y U5 del extremo 5’. Estas regiones U3-R-U5 favoreceran la

integracion del DNA viral al DNA de la célula infectada.

Como se muestra en la Figura 7, la retrotranscripcion esta afectada por dos factores
de restriccién celular: APOBEC3G y SAMHD1. APOBEC3G es un factor de restriccion
celular integrado en el virion en una infeccion celular previa (89) y actua en el ciclo de
replicacion viral de la nueva infeccion. La proteina APOBEC3G es una desaminasa de
citidinas, la cual cambia a las citocinas a uracilos (C>U) en la hebra de DNA (-) viral
recién sintetizada, creando muchos cambios en la secuencia viral (90). Estos cambios
son copiados a la hebra de DNA (+) viral, con cambios de guanina a adenina (G>A)
comprometiendo la integridad del genoma. Sin embargo, la proteina viral Vif, integrada
también en el viribn, se une directamente a APOBEC3G e induce su ubiquitinacion
para su posterior degradacion por el proteasoma (91, 92).

SAMHD1 o proteina 1 que contiene dominios histidina-aspartato (HD) y motivos alfa-
esteril (SAM), es una proteina celular que se ha encontrado en el nucleo de linfocitos
T CD4+ activados, monocitos, macréfagos, células dendriticas, y en algunas
ocasiones en células T CD4+ en reposo (93, 94). Esta proteina es inducible por IFN
en monocitos (95) pero no asi en DCs ya que en presencia de IFN, aumenta la cantidad

de mRNA de SAMHD1 pero no resulta en la expresion de la proteina (96).

SAMND1 es una hidrolasa desoxinucleido-trifosfatasa dependiente de dGTP que
separa los dNTPs en desoxinucleésidos y trifosfatos libres (97, 98). Como

consecuencia, reduce la cantidad de dNTPs intracelulares a niveles muy bajos,
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evitando asi que la retrotranscripcion del RNA viral se lleve a cabo (93, 99, 100). La
proteina viral que contrarresta el efecto de esta proteina celular, promoviendo su

degradacion, es la proteina viral X (Vpx), presente solo en el VIH tipo 2.

Debido que el VIH-1 no tiene ninguna proteina anti-SAMHD1 para evitar la activacion
inmune por la deteccion de sus proteinas virales, se considera que SAMHD1 es una

proteina clave para las nuevas estrategias terapéuticas.

Transporte del DNA viral al nucleo e integracion

Una vez que se llevo a cabo la sintesis completa del DNA viral, la enzima viral
Integrasa, hidroliza los extremos 3" de ambas hebras, para generar extremos reactivos
CA-OH 3’ libres. Este proceso cambia el complejo denominado RTC al complejo de
pre-integracion (PIC) (Figura 7, paso 5) que debe pasar a través del poro nuclear para

la posterior integracion del DNA viral en el DNA de la célula infectada.

El PIC estd compuesto por el DNA viral, moléculas de MA, RT, la IN y la proteina
accesoria Vpr (101-103). La presencia de estas proteinas en este complejo se debe a
que cuentan con sefales de localizacién nuclear, que favoreceran el paso a través del
poro nuclear (104-106). Sin embargo, se sabe que la proteina CA, a pesar de no tener
sefales de localizacién nuclear, esta intimamente involucrada en el paso del PIC a

través del poro nuclear al interactuar con la proteina celular NUP358 (107).

Las nuevas investigaciones de las proteinas virales y celulares que estan implicadas
en el paso a través del poro nuclear demuestran que las sefiales de localizacion mas
importantes son las presentes en la IN (108) debido a que esta enzima interactia con
el adaptador 1 de importinas KPNa (Rchl) (108), la importina a3 (KPNA4) (109), la
importina 7 KPB B (110, 111) y la transportina 3 (TNPO3) (112, 113). Se propone que
la IN y Vpr, se unen a las proteinas NUPs que facilitan el paso por el poro nuclear sin
necesidad de un adaptador KPN, incluye la interaccion de IN y NUP153 (114) y Vpr
interacta con Pom121 (115) y hCG1 (116).

Aln no se conoce el mecanismo exacto por el cual todas estas proteinas celulares y
virales llevan a cabo el proceso del transporte del PIC al ndcleo; sin embargo, se sabe
gue de este proceso depende la integracion del DNA viral en la célula infectada.
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El VIH como otros retrovirus requiere la integracion del DNA viral en el genoma de la
célula hospedera (117) (Figura 7, paso 5), lo que puede ayudar a la estabilizacion del
genoma viral y permitir la persistencia del VIH por muchos afios incluso en ausencia

de la replicacién del virus.

El proceso de integracion comienza justo después de que termina el proceso de
retrotranscripcion. La IN es la enzima viral encargada de llevar a cabo este proceso,

gue en su forma activa consta de tres subunidades iguales, con dos sitios activos.

Se requieren de dos procesos para la integracion del DNA viral: la modificacion del
extremo 3’ y la transferencia de la hebra de DNA viral al DNA de la célula hospedera
(117, 118). El primer proceso, que se lleva a cabo en el citoplasma de la célula, los
extremos 3’ del DNA viral son modificados al eliminar los dos ultimos nucleétidos
conservados GT de cada extremo 3’, dejando libres los nucledtidos CA que
promoveran el ataque al DNA de la célula hospedera.

El segundo proceso, denominado transferencia de hebra, se lleva a cabo en el nicleo
celular. En este proceso, el DNA viral, con sus extremos 3’ modificados, ataca al DNA
de la célula infectada en un par de enlaces fosfodiéster dando como resultado, la
integracion intermedia de los extremos 3’ del DNA viral. Por su parte los nucleétidos
en cada extremo 5’ deben ser unidos por enzimas de reparacion del DNA celular. El

DNA integrado en el DNA celular es conocido como provirus.

Se sabe que, debido a la generacién de los extremos reactivos en la region 3’ del DNA

viral, la autointegracion es un proceso muy frecuente en el VIH (119-121).

La mayoria de las particulas virales son no infecciosas (122); antes de tener una
integracion exitosa dentro del DNA de la célula, existen muchas formas de DNA
circulante que no genera infeccion, como son los DNA circulares con 1- LTR,
producidos por recombinacion homdéloga (123) o transcripcion reversa aberrante (124,
125) y las formas circulantes con 2-LTRs, formados por la union del DNA viral no
homologa (126).

Para que el VIH tenga una correcta integracion en el DNA celular, usa en su favor

algunos factores celulares para favorecer una integracion eficiente. Entre los factores
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mas importantes se encuentra la proteina celular factor de crecimiento derivado del
epitelio o LEDGF/p75 que se une a la IN viral y le ayuda a asociarse a la cromatina de
la célula hospedera (127, 128).

Este factor celular es tan importante para el VIH, que en estudios donde se elimina a
LEDGF se ha observado que la integracion es: 7) menos frecuente en unidades
transcripcionalmente activas, 2) menos frecuente en genes regulados por LEDGF y 3)
mas frecuente en sitio del DNA ricos en GC. Estos hallazgos demuestran que LEDGF
controla la localizacién de la integracion del DNA viral en la célula blanco (128) (Figura

7, paso 6).

El sito de integracion del VIH ha sido ampliamente estudiado, muchos estudios revelan
gue el VIH se integra en sitios al azar, pero los sitios transcripcionalmente activos estan
fuertemente favorecidos para la integracion (129). Se han encontrado en varios tipos
celulares muchas correlaciones con los sitos activos de la cromatina, sitios con
regiones ricas en A/T flanqueadas por regiones con alto contenido G/C, islas con gran
densidad CpG, intrones cortos, alta frecuencia de regiones Alu, y baja frecuencia de
regiones repetidas LINE, asi como algunas modificaciones epigenéticas como son:
H3K4me, H3K4me2, H3K9me, H3K27me, H3K36me (130-137).

Transcripcion de las proteinas virales

Una vez integrado el genoma del virus en el genoma de la célula hospedera, se le
denomina provirus y actda como un templado transcripcional (revisado en (138)). La
secuencia LTR contiene varios elementos donde se unen los factores de iniciacion
(139). Contiene tres sitios en tandem de union a SP1 (140), una caja TATA muy
eficiente (141) y una secuencia iniciadora altamente activa (142). Adicional a los
elementos del promotor, el provirus del VIH tiene regiones enhancer o potenciadoras
gue contiene dos motivos de unién al factor NF-x3 (143), donde también se puede unir
el factor NFAT (144). El conjunto de estos elementos hace que el LTR sea un promotor

muy eficiente y capaz de soportar altos niveles de transcripcion. (139).

Los primeros transcritos virales producidos son mRNA (RNA mensajero) que sufren
multiples eventos de splicing. Estos mRNAs tempranos codifican para las proteinas
regulatorias Tat y Rev.
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La funcién de Tat es muy importante para la transcripcion de los genes de VIH, ya que
funciona como un factor de transactivacion, favoreciendo la produccion de mRNA
virales (145). Para que Tat pueda llevar a cabo su funcién, requiere la presencia de
una estructura secundaria formada en el mRNA viral recién sintetizado denominada
TAR (elemento de respuesta a Tat, por sus siglas en inglés) y un cofactor celular

denominado pTEFb.

La regién TAR, es una estructura en forma de tallo y bucle rico en uracilo reconocida
por Tat (146, 147). Se sabe que Tat debe reconocer a TAR sélo si sufre cambios
estructurales en el RNA (148-151). Estos cambios ocurren cuando Tat se une al TAR
junto con un factor celular denominad pTEFb compuesto por la cinasa CDK9y la ciclina
CyCT1 (152-154), formando asi un compuesto estable entre Tat-pTEFb y TAR.

De manera interesante, pTEFb no solo forma un complejo estable al unir a Tat con
TAR, sino que al sufrir cambios conformacionales que activa de forma constitutiva a
CDK9 (154, 155) y cumple con dos funciones principales: 1) fosforilar al factor negativo
de elongacion NELF forzando su disociacion del complejo de elongacion y evitar que
la transcripcion se pause (156); 2) la hiperfosforilacién del dominio carboxi-terminal de
la RNA polimerasa Il (155, 157), enzima indispensable para la elongacion de los
MRNAS.

Una vez que Tat, favorece la produccion de mRNA virales, deben producirse mRNA
que codifiquen para todas las proteinas necesarias para la generacion de nuevas

particulas virales (Figura 7, paso 7)

Como se habia mencionado antes, los primeros transcritos o transcritos tempranos
formados, son los que codifican para las proteinas Tat, Rev y Nef. Estos transcritos
son muy pequefios ya que sufren varios eventos de splicing y pueden salir del nucleo

a través del poro nuclear con ayuda de proteinas celulares (158, 159).

Debido a que el mMRNA mensajero del VIH contiene 4 sitios donadores de splicing 5’ y
8 diferentes sitios aceptores de splicing 3’, se pueden producir mas de 70 diferentes

tipos de mMRNA con diferentes niveles de splicing (160, 161), pero el VIH requiere de
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la formacion de mRNA largos para la codificacion del resto de las proteinas virales

necesarias para completar su ciclo de replicacion.

Para poder regular eso, el VIH-1, al igual que otros retrovirus, tiene un factor que regula
el transporte de los mMRNA fuera del nucleo, la proteina Rev interactlia con un elemento
altamente estructurado en el gen env de 351 nucleotidos (162, 163) denominado
elemento de respuesta a Rev (RRE, por sus siglas in inglés) (162, 164). En ausencia
de Rev (o bajas concentraciones de esta), la region RRE es removida del mRNA al
sufrir eventos de splicing y por lo tanto Rev no puede sacar estos mMRNAS; en cambio,
en presencia de Rev, ésta se une a la region RRE en los mRNA que han sufrido pocos

0 ningun evento de splicing favoreciendo asi la salida de mRNA de mayor tamano.

La unidn de Rev con el sitio RRE, provoca la oligomerizacion de mas moléculas de
Rev a lo largo de mRNA viral (165). Cada molécula de Rev interactia con una proteina
CRM1 (conocida también como exportina 1) a través de una region de 10 amino&cidos
dentro de Rev (denominada como NES por sus siglas en inglés o sefial de exportacion
nuclear) (163, 166). Una vez unido el complejo mMRNA-Revh-CRM-1n, CRM1 interactia
con las proteinas del poro nuclear para permitir la salida del complejo hacia el

citoplasma (Figura 7, paso 8).

Debido a esto, los tres tipos de transcritos principales para el VIH son: 7)) mRNAs con
multiples eventos de splicing (~1.8Kb) que codifican para las proteinas Tat, Rev y Nef;
2) mRNAs con pocos eventos de splicing (~4Kb) que codifican para las proteinas Env,
Vif, Vpry Vpu; y 3) mRNASs sin eventos de splicing (9Kb) que contienen todo el genoma
viral y codifican para las poliproteinas de Gag y Gag-Pol (Revisado en (138),(167)).

Traduccion de las proteinas virales por la maquinaria celular

Una vez gue los mMRNAs se encuentran fuera del nucleo, estos comienzan el proceso
de traduccion de las proteinas del VIH. Al igual que los mRNAs celulares, los mRNA
del VIH tiene un cap-5’ y una cola poli A en 3’ para poder ser traducidos, secuestrando
la maquinaria de traduccion de la célula (Figura 7, paso 9). Sin embargo, el VIH tiene
diferentes estrategias para traducir sus proteinas virales, que pueden clasificarse
como: inicio de traduccion dependiente de cap-5 e inicio de la traduccion

independiente de cap-5’. En esta ultima estrategia se incluyen mecanismos como lo
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es el inicio de traduccién dependiente de los sitios de entrada internos ribosomales
(IRES, por sus siglas in inglés), la traduccion de mRNASs policistronicos y el cambio de

lectura ribosomal (revisado en (168, 169)).

El inicio de la traduccién dependiente de cap-5 en VIH se puede ver disminuida hasta
un 60% debido a la presencia de la proteina viral Vpr que altera el ciclo celular. Vpr
mantiene a la célula en la fase G2/M. Esta fase es asociada con la hipofosforilacion de
los factores de iniciacién elF4E y 4E-BP, que causa una desintegracion del complejo
elF4F y por lo tanto la disminucién de la funcionalidad de elF4E provocando asi, que

la iniciacion por este mecanismo se vea afectada (170, 171).

Otra razon por la cual la traduccion dependiente de cap-5’ se ve afectada es debido a
que, la region 5’LTR en su region no codificante (UTR-5’) contiene muchos dominios
que tienen estructuras secundarias de tallo-bucle, como son: la region TAR, region
pbs, la secuencias de iniciacién de dimerizacion (DIS) (163). Estas estructuras hacen
un poco dificil el acceso del ribosoma dependiente de cap-5 sin embargo, este
mecanismo si se ha observado in vitro (172) e in vivo (173, 174). El factor de
elongacion elF4F puede ser reclutado después del reconocimiento del cap-5 en el
UTR-5"y asi promover el reclutamiento del complejo de pre-iniciacion de la traduccion
43S.

El mRNA del VIH como el de otros virus, tiene estructuras IRES en su UTR-5’. EI VIH
tiene dos IRES, uno en la regién UTR-5’ (175) y otro dentro de la region codificante de
gag (176) Ambos sitios se han visto que pueden funcionar segun las condiciones in
vitro (175, 177, 178). El IRES mas utilizado es el que se encuentra dentro del UTR-5’,
el cual, es utilizado cuando la iniciacion dependiente de cap-5" se ve inhibida (169,
176). El IRES en la regién codificante de gag ha sido poco estudiado y la delecion de

esta region no afecta la replicacion del virus en algunos tipos celulares (179).

De manera muy interesante, el VIH optimiza su genoma al traducir varias proteinas a
partir de un mismo mRNA. Este es el caso de las proteinas Vpu y Env que son
traducidas a partir de un mismo mRNA. La traduccion de la proteina Vpu es baja debido

a que su coddn de inicio se encuentra en un contexto Kosak débil, por lo tanto, la
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traduccion de la proteina Env se ve favorecida porque su codon de inicio tiene un

contexto Kosak mucho mas eficiente (180, 181).

Otra estrategia de traduccion utilizada por el VIH es el cambio de lectura por parte del
ribosoma, para la traduccion de las poliproteinas Gag y Gag-Pol. El precursor Gag-Pol
es sintetizada en una tasa de 1/10 comparado con la poliproteina Gag (182, 183). La
presencia de una secuencia de 7 nucleétidos (UUUUUUUA) y una estructura
secundaria denominada sefial estimulante del cambio de lectura (FSS, por sus siglas
en inglés) (184) provocan que el ribosoma se mueva un nucledtido hacia atras (-1) en

la secuencia del gen pol (185).

Ensamble de la particula viral

Para el ensamble del nuevo viridn, las poliproteinas Gag (55kDa) y Gag-Pol (160kDa),
juegan un papel sumamente importante en este proceso debido a los dominios de MA,
CA, NC y p6, que tienen multiples funciones en la etapa tardia del ciclo de replicacion
del VIH (186, 187) (Figura 7, paso10).

La MA es el dominio de la poliproteina Gag que permite la asociacion de ésta con la
membrana celular y al reclutamiento de las proteinas de Env en el nuevo virion formado
(188, 189). En el dominio N-terminal, MA tiene un sitio para la unidn del acido graso
miristico (188), dominio que, si es mutado, afecta la unién de la MA con el cuerpo
multivesicular (190) y no le permite la union con la membrana celular. Esté miristato
estd implicado en la unién covalente con fosfatidil-inositol (4,5) difosfato (PIP2),
compuesto muy abundante en el lado interno de la membrana celular. Estudios han
demostrado que la membrana celular que toma el virus al salir, contiene gran
cantidades de PIP2, colesterol y esfingolipidos (191, 192), lo que le permite la
incorporacion de las proteinas de Env, SU-TM al virus (ver mas adelante) y promover

la sinapsis viral en la transferencia de virus célula-célula (193).

El gRNA (RNA gendmico) incorporado en el nuevo virion debe ser un RNA sin ningan
evento de splicing y es empacado gracias al dominio NC de la poliproteina Gag
(revisado en (194)). La proteina NC contiene dos dominios denominados dedos de

zinc. Esta secuencia de aminoacidos esta compuesta por Cys-Cys-His-Cys, dominios
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basicos que favorecen la union entre NC y el gRNA. La union NC y gRNA promueve

también la incorporacion del tRNAYS3 junto con el gRNA viral (195).

La NC reconoce la sefial de empaquetamiento presente en el gRNA viral (elemento vy,
localizado cerca del UTR-5’), estudios sugieren que esta union ocurre en el citosol y
no cerca de la membrana celular (196, 197). El hecho de que la sefial y se sobrelapa
con la sefial DIS sugiere que NC reconoce mucho mejor a los dimeros de gRNA que
a los monémeros (198).

El dominio CA, ayuda a la multidimerizacion de varias poliproteinas Gag y Gag-Pol
durante el ensamble de la nueva particula viral. Estas proteinas son alineadas de
forman radial, quedando la MA unida a la cara interna de la membrana y el dominio C-
terminal hacia el interior de la particula viral (186). Estudios mas recientes (199, 200)
de técnicas de crio-microscopia electronica revelan que para formar esta configuracion
de las poliproteinas, existe una interaccion CA-CA y que la estructura cuaternaria de
estas uniones entre CA inmaduras son diferentes a las estructuras de CA madura en
los viriones una vez fuera de la célula (200). Sin embargo, son necesarios mas estudios
para conocer la configuracion completa de estas interacciones entre CA-CA en el

empaquetamiento de la nueva particula viral.

Como se menciond anteriormente, la incorporacion de las proteinas de superficie SU-
TM ha sido ligada a la interaccién con la MA (201, 202). Aunque se desconoce el
proceso completo de la incorporacion de estas proteinas virales, se tienen algunos
modelos que pueden explicar esto: a) la incorporacion de SU-TM de forma pasiva o
independiente de la MA; b) la incorporacién debido a la coexistencia de SU-TM en la
superficie y Gag en la cara interna de la membrana en balsas lipidicas; ¢) la unién
directa de la MA con la cola citoplasmética de TM, reclutando SU-TM en los sitios de
salida de los virios y d) la interaccion indirecta entre la MA con el complejo SU-TM con
alguna proteina chaperona (201). Estudios genéticos soportan el modelo en que la MA
interactda directamente con la cola citoplasmatica de gp41, debido a que mutaciones

en una u otra proteina bloquean la incorporacion de SU-TM en los viriones (203).
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Después del ensamble y multimerizacion de Gag y Gag-Pol en la cara interna de la
membrana celular (Figura 7, paso 10), es necesaria la salida del nuevo virion para

producir nuevas infecciones virales. (Figura 7, paso 117).

Gemacién de la particula viral

El proceso de salida o gemacion del virion esta mediado por proteinas celulares
encargadas de la liberaciéon de vacuolas. El complejo ESCRT (o complejo de
clasificacion endosomal requerido para el transporte) es utilizado por el VIH para este

proceso (204).

El dominio viral encargado de la liberacion de los viriones es la proteina p6 en Gag.
Esta proteina contiene tres dominios sumamente importantes para el reclutamiento del
complejo ESCRT, dominios que, al ser eliminados afectan gravemente la liberacion de

las particulas virales, causando su acumulacion en la membrana celular (205).

La secuencia de aminoacidos de p6 implicadas en este proceso son tres: PTAP, PPXY
y YPXnL (donde X es cualquier aminoacido, n=1-3 residuos) (205). EI dominio PTAP
es muy conservado en VIH-1, VIH-2 y otros retrovirus, y es el encargado de interactuar
con la proteina TSG101 (gen 101 de susceptibilidad tumoral), que forma parte del
ESCRT-I (206, 207). El dominio YPXnL puede interactuar con la proteina ALIX
(conocida como proteina X que interactia con ALG2 o PDCD61P) que a su vez
interactia con ESCRT-III (208, 209). Este dominio junto con PPXY forma parte de un
sistema redundante del VIH para favorecer la salida de los viriones, pero que no es tan

eficiente como el dominio PTAP (210).

Aun no se tienen muy claras las diferentes interacciones que requiere el VIH para su
gemacioén. Se sabe que p6 a través de sus dominios de PTAP interactia con TSG101
del complejo ESCRT-I, la interaccion entre ESCRT-1 y ESCRT-II en la salida del virién
no es muy clara; sin embargo, se ha observado la co-localizacion de ambos complejos
en el sitio de ensamble de Gag (211). La participacion del complejo ESCRT-III en la
salida de la particula de VIH se ha podido demostrar de forma experimental, siendo
reclutada en la parte final del proceso de liberacion de la particula viral (212). Las
proteinas mas importantes de este complejo son CHMP2 y CHMP4 (213) que se
oligomerizan formando filamentos (214-218) permitiendo la union de VPS4 (219, 220)
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y la posterior escision de las membranas celular y viral, para la liberacion de la particula

viral (Figura 7 paso 12).

La gemacion de la nueva particula viral es un proceso esencial para la generacion de
virus libres. Sin embargo, la proteina celular teterina, influye en este paso tan
importante. Teterina (0 BST2/CD317, antigeno de la célula estromal de la médula
0sea) es una proteina transmembranal, expresada en células B maduras, células
estromales de la médula 6sea, células dendriticas plasmacitoides y algunas lineas
celulares (221, 222). Esta proteina actia como un factor antiviral contra el VIH (223,
224), al disminuir la cantidad de virus libres (223, 225). Su dominio extracelular media
la union teterina-teterina y contienes moléculas de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI) que
le sirven de anclaje a la membrana celular. Estas moléculas se unen preferencialmente
a las islas lipidicas que estan contenidas en la membrana viral previniendo asi la
liberacion de la particula viral (226). Por su lado, el virus tiene una proteina que
contrarresta el efecto de teterina: Vpu se une a la teterina a través de su dominio
transmembranal atrapandola en el aparato de Golgi o marcandola para que sea

degradada por la via del proteasoma (227-229).

Maduracién de la particula viral

Una vez que la particula se encuentra libre fuera de la célula, las poliproteinas Gag y
Gag-Pol deben ser cortadas en proteinas individuales para su correcto ensamble
dentro de la particula viral, proceso conocido como maduracién (Figura 7, paso 13).
La enzima encargada de la maduracion de la particula viral es la proteasa (PR). Esta
es un aspartil-proteasa que tiene su dominio activo en la cara interna del dimero (230).
Mutaciones dentro de la proteasa pueden afectar su eficiencia y ser muy perjudiciales
para la maduracién de la particula viral, provocando la acumulacién de particulas
infectivas, con formas aberrantes o capsides no funcionales (231). Las particulas
inmaduras contienen a las poliproteinas de Gag acomodadas en forma radial, hasta
qgue la proteasa lleva a cabo su funcién y la morfologia del virbn cambia de forma

importante.
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1.4. Vias de transmision de la infeccion por VIH

La transmision del VIH ocurre a través del contacto con los fluidos corporales que
contienen virus y/o células infectadas. Los fluidos con mayor carga viral son la sangre
y sus derivados; el semen, los fluidos de la vagina y del recto y la leche materna. A
pesar de que otros fluidos como las lagrimas, la orina y la saliva tienen carga viral, esta

es muy baja y la infeccion a través de estos fluidos es extremadamente rara (232).

Por esto, la transmision del VIH puede dividirse en tres vias principales: la exposicion
parenteral, causada por la transfusion de sangre o picadura con una aguja infectada;
a través del contacto sexual no protegido y la transmisién vertical, de madre a hijo
durante el parto o a través de la leche materna.

A nivel mundial, la via de transmision mas comun es a través del contacto sexual no
protegido, seguida de la transmisién por compartir jeringas infectadas en los usuarios
de drogas intravenosas Yy finalmente la transmision de madre a hijo (233).

De acuerdo con un metaanalisis del 2014, el mayor riesgo de transmision del VIH es
la transfusion sanguinea, con un riesgo de 9,250 por 10,000 eventos de exposicion,
seguido de la transmisién de madre a hijo con un riesgo de 2,260. Por otro lado, el
contacto sexual anal receptivo tiene un riesgo de 138 y el compartir agujas infectadas
en los usuarios de drogas intravenosas tiene un riesgo de 63 por 10,000 eventos de

exposicion a la fuente infectada. (234).

Ademas de la via de transmisidn, existen algunos cofactores que pueden aumentar el
riesgo de la transmision del VIH, uno de los principales cofactores es la carga viral
plasmatica, (235, 236). Previos estudios han reportado que por cada Logio de CV en
plasma, se incrementa 2.89 veces el riesgo de transmisién en una pareja discordante
por cada acto sexual sin proteccion (237). De esta manera, en una exposicién sexual
sin proteccidn, el riesgo relativo de transmisién cambia segun la etapa de la infeccion:
la infeccion aguda tiene un riesgo relativo de 7.25, seguida de la etapa de SIDA con
un riesgo relativo de 5.81 ambas comparadas con la etapa asintomatica (234).
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1.5. Historia natural de la infeccion por VIH y el

tratamiento antirretroviral

El curso tipico de la infeccion por VIH estd dividido en tres etapas distintas
denominadas: etapa aguda, etapa crénica o asintomatica y etapa de SIDA. Estas
etapas pueden variar considerablemente entre un individuo y otro y modificarse

significativamente con el uso de tratamiento antirretroviral.

La etapa aguda tiene una duracion aproximada de 12 semanas. Las dos primeras
semanas después de la entrada del virus son conocidas como etapa eclipse, debido a
que el virus no puede detectarse con métodos tradicionales, ni existe una respuesta
inmune o algun sintoma visible. Las primeras células infectadas en la etapa de eclipse
son los linfocitos T CD4+ activados que se encuentran en el sitio de transmisién. En
una infeccioén a través de las mucosas, los linfocitos T CD4+ en el sitio expresan CCR5,

correceptor que generalmente usan los virus transmitidos por esta via (238).

Al finalizar la etapa de eclipse, el virus se replica y distribuye a muchos tejidos y
6rganos lo que causa que la CV aumente hasta 10’ copias de RNA por ml de plasma
en las primeras 3 semanas de la infeccion (239-241) (Figura 8A). Esta diseminacion
de la infeccion es causada por las células dendriticas (DC), que, en si mismas son
pobremente infectadas por VIH en comparacion con los linfocitos T CD4+ (242), pero
contienen receptores en su superficie que se unen al VIH con mucha afinidad. Uno de
estos receptores es DC-SIGN o CD209 (receptor especifico de células dendriticas
ICAM3) expresado en la superficie de las DCs, al cual, se unen los virus y son llevados
a los ganglios linfaticos en el proceso normal de maduracion y presentacion de

antigeno de las células dendriticas (243).

El sitio mas afectado por la diseminacion de la infeccion es el tejido linfoide asociado
al intestino o GALT, el cual contiene el 80% de los linfocitos T CD4+ del organismo
(239). En este sitio, aproximadamente el 20% de las células muere por la infeccion por
VIH, mientras que el 60% de los linfocitos T CD4+ que no estan infectados presentes
en el GALT, muere por apoptosis causada por su activacion por la liberacion de

microparticulas apoptoticas (244) y nunca se recupera durante la infeccién por VIH.
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Después de esta abrupta caida de los linfocitos T CD4+ en las primeras tres semanas,
estos pueden recuperarse a niveles cercanos a los normales en sangre. Los sintomas
clinicos de la etapa aguda son muy parecidos a una infeccion por influenza, o a una
mononucleosis y son perceptibles entre el 50-70% de los individuos (245). Los
sintomas incluyen fiebre en el 96% de los casos, linfadenopatias (74%), faringitis
(70%), rash (70%), dolor de cuerpo y articulaciones (54%) y dolor de cabeza o
nauseas. Estos sintomas pueden comenzar en el dia 7 después de que el virus ha

entrado al organismo, pero resolverse dentro del primer mes (246).

Figura 8 Historia natural de la infecciéon por VIH

La figura muestra los cambios en la cuenta de los linfocitos T CD4+ (linea azul), de la carga viral plasmatica
(linea roja) y los linfocitos del tejido asociado al Intestino (GIT, linea verde) en la historia natural de la infeccion
por VIH (A) y los cambios de estos marcadores de la infeccién después de iniciar tratamiento antirretroviral
(B).Las linea punteada roja, corresponde al valor de carga viral minimo que puede detectarse con en ensayos
comerciales; la linea punteada verde, es la cuenta de linfocitos T CD4+ normal en el GIT; las lineas punteadas
azules son el rango de cuenta de células T CD4+ que puede establecerse en los individuos que tienen
tratamiento antirretroviral. Se puede observar también debajo de cada gréafica la diversidad de las cuasiespecies
presentes en el individuo. Cada grafica esta dividida en las tres etapas de la infeccién. Tomado de: (11)

Después del pico de viremia, presentado en la etapa aguda, la CV disminuye hasta 5
Logio y se mantiene en un valor relativamente estable, este punto es conocido como
setpoint viral. En promedio, el setpoint se encuentra alrededor de las 30,000 copias de

RNA/mI (4.2 Logio) en individuos que no han recibido tratamiento antirretroviral (247).
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Este valor de CV se mantiene estable debido al equilibrio entre el recambio viral en

plasma y la respuesta inmune adaptativa controladora de la infeccion.

La etapa asintomatica comienza con el establecimiento del setpoint viral alrededor de
la semana 12. Esta etapa puede variar considerablemente entre individuos, durando
mas de 20 afios en individuos que pueden controlar la infeccion (menos del 5%,
algunos con CV menor de 50 copias/ml) o menos de 3 afios en individuos rapidos
progresores. En los individuos promedio, la etapa cronica dura aproximadamente entre

8 y 10 afios sin la intervencién del tratamiento antirretroviral (revidado en (248)).

Algunas de las caracteristicas clinicas de esta etapa incluyen la carga viral estable, la
cuenta de linfocitos T CD4+ entre 350-800 células/ul, algunos individuos pueden
presentar ganglios inflamados (principalmente los cervicales, axilares e inguinales) y
presentar debilidad o cansancio; sin embargo, muchos de estos sintomas pueden
pasar desapercibidos (revisado en (249) (Figura 8A).

Una vez que la cuenta de linfocitos T CD4+ disminuye y la CV aumenta nuevamente,
aumenta la susceptibilidad del individuo a infecciones oportunistas y tumores
relacionados con la infeccion por VIH definiendo la etapa conocida como SIDA (o

sindrome de inmunodeficiencia adquirida).

Estas infecciones oportunistas han sido clasificadas en diferentes guias a nivel mundial
y son divididas de acuerdo con la cuenta de los linfocitos T CD4+. Entre 200 — 350
células/ul, el individuo puede presentar tuberculosis pulmonar, infeccién por herpes
zoster, candidiasis orofaringea, salmonelosis, sarcoma de Kaposi, neoplasia
intraepitelialial cervical entre otros. Con menos de 200 células/ul de plasma se
encuentran las infecciones por: Pneumocytis jirovecci, agente causal de neumonia;
Cryptosporidium parvum y Microsporidium, agentes implicados en el 20% de las
diarreas presentadas; Salmonella, Shigella, Campylobacter, rotavirus vy
citomegalovirus, los cuales causan colitis inflamatoria; herpes simple mucocutaneo y
neuropatia periférica, ademas de la debilidad generalizada asociada a VIH. En los
individuos con menos de 100 células/pl de sangre, los cuadros son aun mas graves,

presentado toxoplasmosis cerebral, meningitis criptococcal, linfoma del sistema
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nervioso central, linfoma no-Hodgkin’s, demencia asociada al VIH y finalmente la

muerte (revisado en (249)).

A lo largo de la historia de la epidemia por VIH, se han hecho muchos avances en la
investigacion en farmacos que cambien por completo la historia natural de la infeccion
(Figura 8B). Estos farmacos han causado que la infeccion por VIH sea una infeccién
cronica y no mortal como lo era al inicio de la epidemia (revisado en (250)), ayudado
a que los individuos que viven con VIH a que alcancen una expectativa de vida muy

cercana a la poblacion no infectada (251).

Comenzando con una monoterapia en 1987, biterapia en 1992 hasta llegar a la
combinacion de 3 farmacos que actuan en diferentes sitios del ciclo de replicacion en
1996, el uso el tratamiento antirretroviral ha logrado disminuir dramaticamente los
niveles de la CV en plasma hasta lograr valores indetectables (<50 copias de
RNAviral/ml), lo cual ha permitido una reconstitucion de la cuenta de linfocitos T CD4+
en valores casi normales (Figura 8B), a disminuir la morbilidad y mortalidad asociada
con el SIDA y en general a mejorar el estado de salud de la mayoria de los individuos
que viven con VIH (252, 253).

Los farmacos antirretrovirales usados actualmente estan divididos en 5 familias
distintas de acuerdo con la fase del ciclo de replicacion viral que inhiben (véase Figura
7).

1) Inhibidores de unién al correceptor. Esta familia hasta el momento tiene un
farmaco aprobado denominado maraviroc (MVC). Este farmaco es un
antagonista de CCR5 que al unirse provoca cambios conformaciones que
bloguean la union del VIH ((254, 255) (Figura 7, paso 1). Para conocer si los
individuos son candidatos que recibir este farmaco, se debe conocer el tropismo
del virus, ya que al ser especifico para el correceptor CCR5, funciona solo con
los virus R5 que usan este receptor.

2) Inhibidores de fusién. Dentro de los inhibidores de fusion se encuentra
enfuvirtida (ENF). Este es un pequefio péptido que es homélogo a la region 6HB

formada en gp41. De esta forma se bloguea la formacion de bisagra de gp4ly
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3)

4)

se evita la fusion de la membrana viral con la membrana celular (Figura 7,paso
2).

Inhibidores de la transcripcion inversa. Dentro de esta familia se encuentran dos
clases de farmacos: a) los inhibidores de la transcriptasa inversa analogos a los
nucleosidos (NRTIs por sus siglas en inglés) y b) Inhibidores de la transcriptasa
inversa no-analogos de nucledsidos (NNRTIs, por sus siglas en inglés), los
cuales impiden la sintesis de las hebras de DNA a partir del RNA viral (Figura
7, paso 4). Los NRTIs fueron los primeros farmacos aprobados por la FDA
(Administracion de farmacos y alimentos en Estados Unidos), para el
tratamiento de la infeccion por VIH (256). Estos farmacos son administrados
como pre-farmacos, ya que requieren que dentro de la célula sean fosforilados
(257). Una vez activados, estos farmacos son utilizados como dNTPs para la
sintesis del DNA viral (Figura 7,paso 4), al no tener el grupo OH-3’ libre, evitan
la unién del siguiente dNTP y bloquean asi la sintesis del DNA viral. Esto puede
ocurrir en la sintesis de la hebra de DNA+ o en la hebra de DNA- (258-260).
Hasta el 2015, existian 4 farmacos NRTI aprobados: estavudina (d4T),
lamivudina (3TC), abacavir (ABC) y tenofovir (TDF) mientras que zidovudina
(AZT), didanosina (ddl), zalcitabina (ddC) ya no estan disponibles ni se ocupan
en la primera linea de tratamiento.(261). Los NNRTI son farmacos que se unen
a un bolsillo hidrofébico formado en el dominio no catalitico de la RT (84),
provocando cambios conformacionales en el sitio catalitico que reduce el
funcionamiento de la enzima (262). Existen 4 farmacos dentro de la familia de
los NNRTI: rilpivirina (RIL), efavirenz (EFV), etravirina (ETV) y nevirapina (NVP)
Inhibidores de la integracion. También conocidos como inhibidores de la
transferencia de hebra, son farmacos que bloquean una de las funciones de la
IN (Figura 7, paso 6). Estdn compuestos por un farmacéforo que une metales,
el cual secuestra al magnesio del sitio activo de la IN y un grupo hidrofébico que
interactua con el complejo DNAviral-IN (263). Esta es una familia de farmacos
de reciente investigacion, por lo que solo estan disponibles tres farmacos:

raltegravir (RAL), elvitegravir (EVG) y dolutegravir (DTG).
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5) Inhibidores de la maduracion. Estos farmacos actian en el paso final del ciclo
de replicacion (Figura 7, paso 13) afectando la funcion de la PR al unirse al sitio
activo de la enzima. (264, 265). Actualmente existen 10 inhibidores de la
proteasa (Pl): amprenavir (APV), atazanavir (ATV), darunavir (DRV),
fosamprenavir, indinavir (IDV), lopinavir (LPV), nelfinavir (NFV), ritonavir (RTV),

saquinavir (SQV) y tipranavir (TPV).

Actualmente, la guia del uso del tratamiento antirretroviral para la infeccion de VIH del
2016, publicada por la OMS, recomienda comenzar el tratamiento en todos los adultos
gue viven con VIH inmediatamente después de conocer el diagndstico, sin importar la
etapa de la infeccion en la que se encuentre el individuo o la cuenta de los linfocitos T
CD4+ (266).

La primera linea de tratamiento para los adultos consiste en dos NRTIs + un NNRT o
un inhibidor de la Integrasa. Asi el primer régimen sugerido es TDF + 3TC (o FTC) +
EFV Para la segunda linea de tratamiento cuando existe alguna falla virolégica (es
decir, CV>1000 copias/ml en dos ocasiones con un intervalo de 3 meses entre cada
una de las mediciones), la OMS recomienda dos NRTIs + un Pl (este ultimo potenciado
con ritonavir (r) como LPV/r o ATVI/r). Asi que el segundo régimen sugerido puede
ser(AZT + 3TC +LPV/r (0 ATZ/r) o también se sugiere TDF + 3TC (o FTC) + LPV/r (0
ATZIr) (266).

1.6. Antigeno Leucocitario Humano estructura Yy

variabilidad del HLA en el mundo

El Antigeno Leucocitario Humano (o HLA por sus siglas en inglés) esta constituido por
un conjunto de proteinas responsables de la presentacion de antigeno. Los antigenos
pueden ser enddgenos (presentados por moléculas HLA clase |, pequefios péptidos
provenientes de virus o de otros patégenos intracelulares) o exdgenos (presentados
por moléculas HLA clase Il, péptidos de patdégenos extracelulares que han sido
tomados por una célula presentadora de antigeno como ceélulas dendriticas o

macrofagos). Sin embargo, se ha observado que las células presentadoras de

49



antigeno pueden presentar péptidos exdgenos en contexto de las moléculas HLA de

clase | a través de la presentacion cruzada (253).

Estas moléculas son codificadas dentro del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC), dentro del brazo corto del cromosoma 6 en los humanos, compuesto por mas
de 100 genes separados que incluyen a las moléculas HLA de clase |, de clase II,
moléculas del sistema de complemento, citocinas, proteinas del choque térmico y otras

moléculas involucradas en el procesamiento de antigeno.

Las moléculas HLA clase | clasicas A, B y C se expresan en casi todas las células
nucleadas (excepto en trofoblastos y neuronas) y presentan péptidos enddgenos a los
linfocitos T citotdéxicos (CTLs) y a las células asesinas naturales (NK). Su estructura
consiste en una cadena a unida no covalente a una microglobulina B2. La cadena a es
una glucoproteina dividida en tres dominios ai, a2, y a3 con un dominio
transmembranal, seguido de una cola citoplasmatica. La microglobulina 32 tiene una
estructura muy parecida a la regibn a3 pero no contiene una estructura

transmembranal (Figura 9A).

Los dominios a1 y a2 interactian para formar 8 hileras B plegadas, formando una
hendidura o surco profundo donde se unira el un péptido de entre 8 y 10 aminoacido

de longitud, que sera expresado en la membrana celular (Figura 9B).

El dominio as forma una estructura muy similar a la estructura de las inmunoglobulinas,
por lo que las moléculas HLA son consideradas dentro de la superfamilia de las
microglobulinas. Este Ultimo dominio parece ser muy constante y contiene secuencias
de aminoacidos que interactian con el receptor de la célula T o TCR de los linfocitos
(casi siempre linfocitos T CD8+ citotoxicos o CTLS).

Hasta mayo de 2018, se han descrito 5,091 alelos diferentes para el HLA-B, 4,200
para el HLA-A'y 3,854 para el HLA-C (disponible en la base de datos IMGT/HLA (267)),
siendo el loci HLA-B el mas polimoérfico, no solo dentro del MHC sino de todo el genoma
humano (268).

El extenso polimorfismo de los alelos HLA de clase I, se limita a los residuos que se

encuentran en el sitio de union al péptido de estas moléculas (2, 269). De esta forma
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se definen los péptidos que pueden unirse a cada molécula HLA. El significado
evolutivo del notable polimorfismo de las moléculas HLA de clase |, radica en que
pequefias diferencias entre las multiples moléculas HLA determinaran los epitopos que
seran presentados a los CTLs.

Estos epitopos presentados, determinaran que tan efectiva o no es la respuesta de los
CTLs para controlar una determinada infeccion; esto, debido a que no todos los
epitopos presentados en el contexto de las moléculas HLA generan una respuesta
protectora que ayude a combatir dicha infeccién. Asi, estas diferencias funcionales son
blanco de seleccion natural Darwiniana, es decir, han seleccionado a individuos dentro

de una poblacién de acuerdo a su capacidad para controlar determinadas infecciones

(2).

Figura 9 Estructura de las moléculas de HLA de clase |

Esquema de los diferentes dominios de la molécula HLA de Clase | y el surco de union al péptido. Se puede
observar el dominio extracelular, transmembranal y la cola citoplasmatica(A) y la estructura tridimensional del
surco de union al péptido formado por los dominios a: y az. (B). Modificado de (12)

Ademas, moléculas HLA no solo presentan un alto grado de polimorfismo, sino
también muestran una alta diversidad en distribucion alélica entre diferentes
poblaciones. La Figura 10 muestra la frecuencia de 9 alelos HLA-B en diferentes

paises alrededor del mundo.
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Se sabe que la diversidad real de los alelos HLA es menor debido a que ciertas
combinaciones alélicas ocurren con mayor frecuencia en los haplotipos HLA que lo
esperado si la combinacion de estos fuera aleatoria, un estado que se denomina
desequilibrio de ligamiento. Brevemente, el desequilibrio de ligamiento es la diferencia
entre la frecuencia observada para una combinacion particular de los alelos y la

esperada con base en las frecuencias de los dos alelos si estos se distribuyen al azar.

El polimorfismo de los haplotipos HLA humanos ha sido generado por recombinacion,
mutacion puntual y conversion génica, todo lo cual contribuye a la diversidad de genes
HLA dentro de la poblacion (12).

Figura 10 Distribucion de los alelos HLA alrededor del mundo

La figura ilustra la prevalencia de 9 alelos HLA-B en 8 poblaciones diferentes. Puede observarse que alelos
como B*57 tiene una alta frecuencia en algunas poblaciones como Barbados, pero puede estar ausente en
otras como Japdn. Modificado de (2).

52



1.7. Respuesta de los linfocitos T citotoxicos
dependiente de la molécula HLA y su impacto en la

evolucion del VIH

Como se menciono arriba, la funcion de las moléculas HLA es la expresion de péptidos
enddgenos (HLA-clase 1) o exdgenos (HLA-clase 1) segun la célula y el tipo de

procesamiento que tuvo dicho péptido.

Los péptidos expresados en el contexto de las
moléculas HLA de clase | A, By C son presentados
a los CTLs y provienen del procesamiento de las
proteinas de los patégenos endégenos como es el
VIH, que se encuentran en el citoplasma. Estas
proteinas virales son procesadas a través del
proteasoma celular y cortadas en pequefios
péptidos. Algunos de estos péptidos virales
constituyen determinantes antigénicos
denominadas epitopos, los cuales, son llevados al
reticulo endoplasmico para que puedan unirse a la

molécula HLA de clase | (Figura 11).

El complejo HLA-epitopo viral viaja a través del
citoplasma en una vesicula y es llevado hasta la
membrana de la célula infectada para que el CTL

especifico pueda reconocerlo. Este

La figura muestra una representacion del procesamiento de las reconocimiento ocurre a traves del

proteinas virales para la presentacién de epitopes en el 2 .
contexto de la molécula HLA de clase I. Se puede observar la receptor de celula T (TCR) y tiene

entrada del VIH a Ia_ cé_lula, la _tfanscripcic')n reversa de su como consecuencia la liberacion
genoma y su posterior integracion al genoma celular. Las

proteinas viales recién traducidas (cadena amarilla de figuras  de |os grénulos de granzima y
geométricas) pueden ser procesada por el proteasoma celular

en péptidos pequefios que entraran al reticulo endoplasmico perforina que provocarén la
donde se unirdn a la molécula de HLA (figura verde) y seran

expresados en la membrana celular. Los CTLs especificos  eliminacion de la célula infectada.
reconoceran al complejo HLA-epitopo a través de su TCR

resultando la eliminacion de la célula infectada
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La respuesta de los CTLs restringida por las moléculas HLA juega un papel
sumamente importante en el control de la infeccion por VIH. Cuando ésta aparece,
existe una dramatica disminucion de la CV durante la fase aguda (270, 271) y ayuda

al establecimiento del setpoint viral (272).

Esta respuesta de CTLs ademas de controlar la CV al inicio de la infeccién por VIH,
ejerce también una presion en la evolucion del VIH in vivo promoviendo la adaptacion
viral a través de la seleccion de mutaciones de escape (273). La aparicion de estas
mutaciones fueron descubiertas por primera vez a principios de los afios 90s (274). En
este estudio se demostré por primera vez que un epitopo dentro de p24 (Gag),
presentado por la molécula B27+ dejaba de ser reconocido por los CTLs debido a la
aparicion de mutaciones dentro del epitopo. Este mecanismo le daba al virus una
ventaja para sobrevivir a la respuesta inmunolégica presente en los individuos. En este
mismo estudio se hipotetiza por primera vez que las diferentes moléculas HLA son las
que pueden dirigir este escape viral, al ser las moléculas encargadas de presentar los
diferentes péptidos virales a los CTLs (274).

Las mutaciones de escape pueden afectar el reconocimiento del péptido por los CTLs
principalmente por tres mecanismos distintos: las mutaciones pueden interferir con el
procesamiento de los epitopos virales (275), prevenir la unidn del epitopo viral a la
molécula HLA (276, 277) o afectar el reconocimiento del complejo péptido viral - HLA
por el TCR (278, 279).

Se ha demostrado en trabajos previos, que el escape a CTLs en el VIH ocurre con vias
mutacionales predecibles en personas que responden a un epitopo restringido por un
determinado HLA (280-283). Un ejemplo de esto es la via mutacional restringida por
los alelos B*57, mediante la cual el 75% de los individuos que expresan estos alelos,
selecciona variantes virales que llevan la mutacion Gag T242N, dentro de los primeros
3 meses de haber adquirido la infeccion y el 50% de ellos, seleccionara la mutacion

Gag G248A teniendo asi el escape completo restringido por B*57 (277, 284-286).

El estudio de estas vias mutacionales a nivel individual revela que los escapes son
dindmicos a lo largo de la infeccién por VIH. Se sabe que las mutaciones de escape a

CTLs que tienen un alto costo en la capacidad replicativa viral revierten rapidamente
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al ser transmitidas a hospederos que no expresan el alelo HLA selector (285-290).
Ademas, la aparicion de nuevas mutaciones de escape asociadas a HLA en el
hospedero es rapida, fijandose la mayor parte dentro de la fase aguda de la infeccién
(dentro de los 21 dias post-infeccién en humanos) (271, 291).

Ademas de ser reproducibles, las mutaciones seleccionadas por los alelos HLA
pueden tener diferentes impactos en el desenlace de la infeccién de cada paciente. Se
sabe que algunos alelos HLA pueden ser mas efectivos en el control de la infeccion
gue otros. Los alelos HLA protectores tienen a seleccionar mutaciones dentro de Gag
y algunos dentro de Pol (284, 292), lo cual, en gran parte de los casos, tiene un alto

costo en la capacidad replicativa viral (282, 293, 294).

Otra caracteristica de muchos alelos HLA protectores es que seleccionan mutaciones
de escape en aminoacidos que hacen contacto directo con el surco de la molécula
HLA (llamados posiciones ancla) a diferencia de los alelos que no son protectores
(277). Una razon adicional que puede explicar el efecto protector de algunos alelos
HLA es su capacidad de presentar un repertorio mas amplio de epitopos provenientes
de mas variantes virales que los alelos HLA que no son protectores, tal vez debido a
que pueden incrementar la diversidad clonal, es decir, que estos epitopos pueden ser
presentados a un mayor repertorio de TCR y/o a la reactividad cruzada que tienen
ciertos epitopos con el repertorio de TCRs (295, 296).

Como se ha mencionado antes, una de las implicaciones de la seleccion de
mutaciones de escape asociadas a HLA es la desventaja que pueden conferirle al virus
debido a una disminucién en la capacidad replicativa viral en comparacién con los virus
que no tienen estas mutaciones. Estudios previos, han mostrado que las proteinas
virales en las que mutaciones producen efectos mas importantes sobre el fitness viral
son Gag (297-301), Pol (302) y Nef (303) principalmente. Sin embargo, también se ha
comprobado ampliamente que la capacidad replicativa viral puede recuperarse con la
seleccién de mutaciones adicionales denominadas mutaciones compensatorias. Estas
mutaciones ayudan al virus a recuperar su capacidad replicativa de forma total o
parcial. Un ejemplo de esto es la mutacion asociada a HLA B*27, Gag R264K, la cual

disminuye drasticamente la capacidad de la replicacion del virus; no obstante, in vivo

55



este polimorfismo se acomparia con el polimorfismo S173A que recupera la capacidad

replicativa casi a niveles de un virus no mutado (299).

Las consecuencias de la presencia de un virus con baja capacidad replicativa en el
desarrollo de la infeccion por VIH incluyen la reduccion de la carga viral (300, 304, 305)
y la reduccién de la tasa de disminucion de los linfocitos T CD4+. Asimismo, la
transmision de virus que poseen estas mutaciones en Gag restringidas por alelos HLA-
B predice también menor setpoint de carga viral y una pérdida mas lenta de los

linfocitos T CD4+ en la persona que lo recibe (306, 307).

Debido a la especificidad y reproducibilidad del escape inmune, el virus de cada
persona reflejard mutaciones de escape asociadas a seleccion por sus propios alelos
HLA y por extension, la secuencia del VIH circulante en una poblacion reflejara
adaptaciones a los alelos HLA expresados con mayor frecuencia en dicha poblacion.
Por esta razon, las frecuencias de los alelos HLA en una poblacion pueden influenciar
la diversificacion de los subtipos de VIH en diferentes poblaciones (308). Las
mutaciones con bajo costo en capacidad replicativa viral, seleccionadas por alelos HLA
frecuentes en una poblacion, pueden transmitirse y persistir en dicha poblacién ain en
personas que carecen del alelo HLA selector. Esto incrementa la posibilidad de
adquisicién de virus “pre-adaptados” a alelos HLA frecuentes a medida que la epidemia
progresa en dicha poblacién, con las respectivas consecuencias deletéreas en el

establecimiento del setpoint viral y el avance de la infeccién a nivel individual.

A nivel poblacién, el descubrimiento de que el escape mutacional a los CTLs, definido
y restringido por las moléculas HLA, es predecible, ha permitido el desarrollo de
estrategias estadisticas que identifiguen de manera sistematica los polimorfismos
asociados a los alelos HLA (HAPs), también conocidos como “huella” asociada a los
alelos HLA sobre el VIH, utilizando grandes conjuntos de datos poblacionales de
secuencias de VIH ligadas a la tipificacion de los alelos HLA de clase | de sus

hospederos respectivos (283).

El primer estudio a nivel poblacional fue realizado por Moore y colaboradores en el
2002, quienes encontraron alrededor de 100 polimorfismos asociados

estadisticamente con la expresion de alelos HLA especificos en el huésped (283).
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Estudios posteriores demostraron que para la identificacion de los polimorfismos
asociados a los alelo HLA, es muy importante considerar los efectos filogenéticos del
virus circulante en la poblacién de estudio, esto, para evitar la presencia de falsos

positivos y/o falsos negativos en los resultados (309).

Los ultimos modelos utilizados para encontrar la huella del HLA sobre las secuencias
del VIH son mas sofisticados, logrando identificar aminoacidos que estadisticamente
estan sobre- (0 sub) representados en personas que expresan un determinado HLA,
corrigiendo por variables confusoras propias del hospedero y del virus que pueden
afectar la deteccion de esta asociaciones (9, 310), confirmando la alta reproducibilidad
del escape a CTLs en el VIH (311-315). Estos estudios también revelan que ciertas
huellas asociadas a los alelos HLA pueden ser especificas de la poblacion hospedera.
Por ejemplo, a pesar de que el VIH subtipo B es predominante en Japén, Canada, EUA
y Australia, dos terceras partes de los HAPs identificados en Japon no fueron
observados en las demas epidemias (312), debido a la distribucién Unica de los alelos

HLA de la poblacién japonesa.

La identificacion de la huella asociada a HLA es relevante para el disefio de vacunas.
Una vacuna efectiva necesitard generar una respuesta inmunoldgica sostenida capaz
de reconocer cepas virales genéticamente diversas, sin que el VIH pueda escapar
(idealmente) o solo pueda escapar con un sustancial costo para la capacidad
replicativa viral (310). Una estrategia prometedora es la seleccion de regiones virales
inmunogénicas pero mutacionalmente restringidas como antigenos de vacunas [por
ejemplo ver (294, 316)], las cuales pueden ademas ser optimizadas para incluir la
diversidad de secuencias naturales encontradas a nivel global en el virus [por ejemplo,
el uso de vacunas tipo mosaico (317, 318)]. Las huellas en el VIH asociadas a los
alelos HLA son muy relevantes para las vacunas debido a que su presencia identifica
regiones del VIH bajo presion inmunologica significativa y consistente por una
respuesta de CTLs restringida por los alelos HLA (es decir, regiones inmunogénicas)
y la via mutacional comun que el VIH usa para evadir esta respuesta. De esta manera,
la evaluacion de las huellas de los alelos HLA en conjunto con la informacion de las

secuencias conservadas, los costos en el fithess viral y los mecanismos de escape
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puede ser usada para identificar regiones virales inmunogénicas, pero restringidas
mutacionalmente y variaciones en las secuencias virales inmunologicamente
relevantes dentro de ellas. Ejemplo de estas regiones podrian ser aquellos epitopes
conservados y sus variantes comunes que mantienen el procesamiento intracelular y

su habilidad para unirse a la molécula HLA (319).

2.Planteamiento del problema

La respuesta de los CTLs esta definida y restringida por las moléculas HLA de clase I,
causando la seleccidén de mutaciones de escape a la respuesta inmune en el VIH. Esta
seleccion de mutaciones es especifica y predecible de acuerdo con los alelos HLA
predominantes en una poblacion en particular, dejando una huella asociada a HLA
sobre el VIH circulante. Por lo tanto, las moléculas HLA representan la principal fuerza
que impulsa la evolucién y diversificacion del VIH dentro de los individuos y a nivel
poblacional. Debido al alto polimorfismo de los alelos HLA y su distribucién altamente
divergente entre poblaciones, la identificacion y comparacion de la huella de HLA en
poblaciones inmunogenéticamente diferentes es de suma importancia ya que ayuda a
la identificacion de las mutaciones asociadas a los alelos HLA que son especificas
para cada poblacién en particular o que se comparten entre distintas poblaciones.

Ademas, algunas de estas mutaciones de escape seleccionadas por los alelos HLA
especificos imponen un costo en la capacidad replicativa del virus. Estudios previos
sugieren que la capacidad replicativa viral, particularmente la mediada por la proteina
Gag, es determinante en el establecimiento del setpoint viral y la velocidad de
progresion de la enfermedad por VIH. Asimismo, estudios a nivel poblacional han
observado que aquellas mutaciones asociadas a los alelos HLA que no tienen un
impacto importante sobre la capacidad replicativa o aquellas mutaciones que ya han
sido compensadas pueden ser transmitidas de un individuo a otro, causando una

adaptacion del virus circulante a los alelos HLA de la poblacion en general.

Estudios comparativos de las mutaciones seleccionadas por los alelos HLA entre
poblaciones inmunogenéticamente diferentes ayudan a la identificacién de regiones

genéticas virales bajo presion inmune que son compartidas y algunas otras que son
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Gnicas en cada poblacion. Estas regiones pueden ser candidatas para el desarrollo de
una vacuna especifica para cada poblacion, sobre todo aquellas regiones que
contienen regiones virales en las cuales se dificulta el escape viral o en las que el
escape implica costos en la capacidad replicativa del VIH circulante. Por estas
razones, en el presente estudio se caracterizo la huella asociada a HLA en los genes
pol y gag del VIH circulante en poblacion mexicana y se comparo con la previamente

descrita en poblacién caucasica de Norteamérica.

En previos estudios, se demostré que la distribucion de frecuencia de los alelos HLA
en México es significativamente diferente con respecto a la de los alelos HLA
presentes en una poblacion caucésica, siendo enriquecida en alelos HLA presentes
en poblaciones mestizas (315, 320-323). En consecuencia, es factible pensar que la
huella asociada a HLA en el VIH circulante en México, tendra caracteristicas Unicas,
no observadas en otras poblaciones inmunogenéticamente distintas. Este trabajo
representa una oportunidad Unica para investigar el impacto de la inmunogenética del
hospedero en la adaptacion asociada a los alelos HLA en epidemias por VIH subtipo
B geograficamente cercanas. El presente estudio extiende significativamente un
estudio preliminar de la adaptacion del VIH en Pol (315) incrementando el tamafio de
la cohorte de estudio 5 veces, realizando los andlisis a una resolucion de tipificacion
de alelos HLA mas alta (nivel de proteinas), y afladiendo una region genética del VIH
adicional al analisis: Gag. Ademas, este estudio representa la comparacion mas
grande a la fecha de la adaptacion diferencial del VIH a los alelos HLA entre dos
poblaciones humanas. Gagy Pol fueron estudiados debido a que estas proteinas estan
enriquecidas en epitopos conservados, porque el escape inmune en estos genes
virales normalmente implica costos altos en la capacidad replicativa (324-326) y debido
a gue las respuestas inmunes a epitopes localizados en estas proteinas (en contraste
con los localizados en otras proteinas virales) estan asociadas mas frecuentemente
con un control de viremia superior (9, 277, 282, 292, 293, 327).

3.Importancia

La huella asociada a HLA en el VIH identifica regiones virales bajo presion intensa y

consistente por la respuesta inmune restringida por los alelos HLA, asi como las vias

59



mutacionales comunes que usa el VIH para evadir esta respuesta. En particular, la
huella asociada a HLA puede identificar nuevas regiones inmunogénicas y/o epitopes
blanco restringidos por alelos HLA aun no estudiados; ademés, los estudios
comparativos entre poblaciones distintas inmunogenéticamente pueden aportar
informacion sobre el grado en el cual las regiones inmunogénicas del VIH y las vias de
escape son compartidas o son especificas de cada poblacién, informacion que a su
vez puede ayudar al disefio de vacunas contra el VIH que sean universales o
adaptadas para regiones geogréficas especificas. En este estudio se comparé la huella
asociada a los alelos HLA en el VIH en dos poblaciones inmunogenéticamente
distintas del Norte de América — México y Canada/EUA. Se identificaron vias de
adaptaciéon del VIH tanto compartidas como especificas de cada poblacion, pero
también sorprendentemente se observé que la huella de HLA en México en general es
mas escasa Yy débil que la presente en Canada/EUA, planteando la posibilidad de que
las respuestas inmunes antivirales restringidas por los ellos HLA en México puedan

ser mas débiles y/o las vias de escape menos consistentes, que en otras poblaciones.

4.0Dbjetivos

4.1. Generales
e Identificar los polimorfismos asociados a los alelos HLA presentes en la

poblacion mexicana en las proteinas virales Gag y Pol

e Comparar los polimorfismos asociados a HLA del VIH en una cohorte de
individuos mestizos mexicanos con los presentes en una corte compuesta por
dos poblaciones ampliamente estudiadas, procedentes de Canada y Estados
Unidos donde predomina el VIH subtipo B.

e Determinar el impacto de las respuestas de los CTLs restringidas por los alelos
HLA mas frecuentes en la poblacibn mexicana sobre la capacidad replicativa
del VIH circulante.
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4.2. Particulares

Amplificar y secuenciar la region viral de gag, y pol (proteasa y RT) a partir de
RNA viral proveniente de plasma de individuos que viven con VIH y que no han
tomado tratamiento antirretroviral.

Tipificar a mediana/alta resolucion (cuatro digitos) los alelos HLA a partir de
DNA genomico de cada uno de los individuos participantes.

Identificar mediante métodos estadisticos polimorfismos en el VIH asociados a
la expresidn de alelos HLA especificos (“huella asociada a HLA”) en la cohorte
mexicana.

Comparar la huella asociada a HLA del VIH circulante en México con la
previamente observada en virus circulante en Estados Unidos y Canada.
Construir virus quiméricos que contengan la region gag-proteasa viral de los
individuos participantes dentro del marco genético del virus de referencia NL4-
3.

Medir la capacidad replicativa de los virus quiméricos y compararla contra el
virus de referencia NL4-3.

Identificar posiciones asociadas a HLA en el virus que modifiqguen
significativamente la capacidad replicativa viral en el contexto inmunogenético

de la poblacion mexicana.

5.Hipotesis

Se encontraran diferencias en las distribuciones de frecuencias alélicas HLA
entre la cohorte mexicana y la cohorte de referencia de Canad&/EUA.

Se identificaran polimorfismos Unicos asociados a los alelos HLA en la
poblacién mexicana no observados en la cohorte de Canada/EUA.

Se podran identificar adicionalmente polimorfismos de VIH asociados a alelos
HLA comunes en las dos cohortes de estudio.

La capacidad replicativa viral del VIH circulante en México presentara
caracteristicas especificas asociadas al contexto inmunogenético de la

poblacién mexicana.
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e Existiran mutaciones asociadas a HLA frecuentes en la poblacion mexicana,

gue modifiquen la capacidad replicativa viral de manera significativa.

6. Métodos
Declaracion Etica

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica del Instituto Nacional de
Enfermedades respiratorias (INER) en la Ciudad de México (claves E02-05, E10-10 y
B24-10). El estudio fue conducido de acuerdo con los principios de la Declaracion de
Helsinki. Todos los participantes aprobaron el uso de muestras de sangre para los
objetivos del presente estudio a través de consentimiento escrito previo a la donacion

de la muestra.

6.1. Comparacion de la huella de HLA sobre VIH entre

Meéxico y Canada/EUA

Cohorte de México

Se seleccionaron 1,612 individuos con infeccién crénica por VIH subtipo B, virgenes a
tratamiento antirretroviral. Todos los individuos fueron reclutados entre el 2000 y el
2014 como parte de los proyectos de investigacion de Vigilancia de
Farmacorresistencia y Evolucién Mediada por el Antigeno Leucocitario Humano del
Virus de la Inmunodeficiencia Humana en México (E02-05 y E10-10). Los individuos
fueron reclutados por muestreo de conveniencia en clinicas de atencion a personas
gue viven con VIH y hospitales de referencia de la Ciudad de México y de los estados
de Baja California, Campeche, Chiapas, Chihuahua, Colima, Guerrero, Hidalgo,
Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo,
Sinaloa, Sonora, Estado de México, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan. Cada
participante don6é una Unica muestra de sangre que fue enviada al Centro de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) en el INER en la Ciudad de México
donde fue procesada. Se guardaron a -80 °C alicuotas de plasma y buffy coat de cada

una de las muestras recibidas. Para algunos participantes se separaron células
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mononucleares de sangre periférica (PBMCs) por gradiente de densidad con Ficoll, las

cuales fueron criopreservadas en nitrégeno liquido.
Determinacion de carga viral plasmatica y cuenta de linfocitos T CD4+

Se determiné la carga viral (CV) plasmatica utilizando el sistema m2000 (Abbott,
Abbott Park, IL, EUA). La cuenta de linfocitos CD4+ fue determinada por citometria de
flujo utilizando el paquete de reactivos TruCount en un citdmetro FACSCanto Il (BD
Bioscience, San José, CA, EUA). Estos procedimientos se realizan como parte del
seguimiento rutinario de las personas que viven con VIH en el Laboratorio de
Diagnostico Virolégico (LDV) del CIENI del INER.

Cohorte de referencia de Canada/EUA

Se compard la cohorte de México contra una poblacion de referencia compuesta por
dos cohortes infectadas por VIH-1 subtipo B virgenes a tratamiento antirretroviral,
provenientes de Canada (protocolo British Columbia Observational Medical Evaluation
and Research [HOMER]; n=1,103) (311, 328) y de EUA (AIDS Clinical Trials Group
[ACTG] protocolo 5142) quienes también proporcionaron DNA a través del protocolo
ACTG 5128; n=538) (329, 330). Ambas cohortes tienen disponibles secuencias de VIH
y tipificacién de los alelos HLA que se usaron como grupo de comparacion. La cohorte
Canada/EUA fue elegida como cohorte de referencia, debido a que la epidemia de
estas dos cohortes y la epidemia en México estan geograficamente conectadas (331-
334), se concentran en personas con el mismo factor de riesgo y estan compuestas

principalmente por infecciones del subtipo B de VIH-1.

La cohorte Canada/EUA y la cohorte proveniente de Australia han sido previamente
usadas para la identificacién de polimorfismos de VIH asociados a los alelos HLA en
VIH subtipo B (277). Aqui, la cohorte de Canada/EUA fue reanalizada para la huella
de los alelos HLA especificamente para la epidemia en Norte América. Como esta
descrito en (311, 328), la mayoria de los alelos HLA de clase | fueron definidos a 4
digitos; datos faltantes o con una resolucion intermedia fueron imputados a 4 digitos a
través de una algoritmo entrenado en subtipos de alelos HLA-A, -B y -C con >13,000

individuos (335) disponible en (http://boson.research.microsoft.com/hla/). Se han
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hecho muchas validaciones de la robustez de las imputaciones de alelos HLA con esta
herramienta, las cuales se encuentran disponibles en (277), asi como las instrucciones

para accesar a los datos pareados de alelos HLA/secuencias de VIH de esta cohorte.
Amplificacion y secuenciacion de gag y pol en la cohorte mexicana

Se extrajo RNA viral a partir de 1 ml de plasma usando los reactivos del estuche
QIAamp Viral RNA kit (QIAGEN, Valencia, CA, EUA). Se realiz6 la amplificacion del
gen viral gag por PCR anidada, obteniendo un fragmento de 1500 pb. La primera vuelta
para la amplificacion se realiz6 en 25 pl de volumen final que contenia: 100 U de
SuperScript Il RT/Taq High Fidelity Enzyme Mix (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 0.4
UM del primer 2cRx y del primer 623Fi (Tabla 1); el programa de amplificacion utilizado
fue: 1 ciclo de 55°C por 30 min, 94°C por 2 min seguido de 35 ciclos de 94°C por 15 s,
55°C por 30 s, 68°C por 2 min y un ciclo de 68°C por 5 min. La segunda vuelta para la
secuenciacion de la region gag se realizo en un volumen final de 25 pl que contenia:
2.5 U de enzima Platinum Taq DNA polymersase (Invitrogen), 2 mM de MgClz, 0.2 mM
de dNTPs y 0.85 mM de cada primer de segunda vuelta de amplificacion (G1 y G10)
(Tabla 1); el programa de amplificacion utilizado fue:1 ciclo de 94°C por 3 min seguido
de 35 ciclos de 94°C por 30 s, 56°C por 30 s, 72°C por 2 min y un ciclo de 72°C por 5
min. La amplificacién de las muestras se verificd por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% y los productos de amplificacion se purificaron por columna de silice.
Todas las muestras que tenian una banda de ~1500pb (Figura 12) fueron purificadas
usando el estuche de reactivos QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN). La
secuenciacion se realizd con 8 primers diferentes y utilizando la quimica de BigDye
Terminator v3.1(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Las secuencias fueron
obtenidas con un equipo 3730xI Genetic Analyze Instrument (Thermo Fisher Scientific)
de secuenciacion por electroforesis capilar y analizadas en el programa Sequencing
Analysis v5.4 (Thermo Fisher Scientific). Las secuencias fueron ensambladas
utilizando el programa Geneious v5.6.7 (Biomatters, Auckand, NZ) y alineadas con el
programa MEGAG (336).

Para la secuenciacion del gen pol, se amplificO completa la PR del VIH (99

aminodcidos) y los primeros 335 aminoacidos de la RT usando un protocolo casero
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previamente publicado (337). Las secuencias fueron obtenidas en un equipo 3730xl
Genetic Analyze Instrument (Thermo Fisher Scientific) y ensambladas usando el
programa automatico RECall (338). En cada corrida de amplificacion se incluyeron
controles negativos y se construyeron arboles filogenéticos mensuales, incluyendo

cepas de VIH usadas en el laboratorio para detectar posible contaminacion.

Tabla 1 Primers ocupados en la amplificacion, secuenciacion y generacion de virus recombinantes que
contienen los genes virales gag-proteasa.

‘. . Posicion en HXB2
Reaccion Primer .

(nucleétido)

. . . 623Fi: AAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAG 623 - 649

Primera vuelta de amplificacion

2cRx: TAACCCTGCGGGATGTGGTATTCC 2849 - 2826

Segunda vuelta de G1: GCAGGACTCGGCTTGCTGAA 691 - 710
amplificacion G10: TATCATCTGCTCCTGTATC 2343- 2325

G2: GCGGCGACTGGTGAGTA 734 - 750

GS1R: TTATCTAAAGCTTCCTTGGTGTCT 1097 -1074

GAS3F: CATCAATGAGGAAGCTGCAG 1401-1420

. GAS4R: GGTTCTCTCATCTGGCCTGG 1481 -1462

Secuencia

GAS5F: CTCTAAGAGCCGAGCAAGCT 1697 -1716

GAS6R: AAAATAGTCTTACAATCTGG 1790 -1771
HPR1977F: GTTAAGTGTTTCAATTGTGG 1957 - 1976
GA2274R: TCTTTATTGTGACGAGGGGTCG 2295 - 2274

GagProRecomb_F_Toshi:
GACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGGCGA 695 - 794
GGGGCGGCGACTGGTGAGTACGCCAAAAATTTTGAC
Generacion de virus TAGCGGAGGCTAGAAGGAGAGAGATGGG
recombinantes GagProRecomb_R_new:
GGCCCAATTTTTGAAATTTTTCCTTCCTTTTCCATTTCT 2704 - 2605
GTACAAATTTCTACTAATGCTTTTATT CTTCTGTC
AATGGCCATTGTTTAACTTTTG
Todos los primers estan enlistados en direccion 5’ >3’. F: primer forward y R: primer Reverse

Sub-tipificacion de VIH

Se sub-tipificaron las secuencia de gag y pol usando la herramienta REGA HIV
Subtyping (3.0) disponible en
http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/
confirmando los subtipos no-B y formas recombinantes observados con el programa
de identificacion de recombinacion (RIP) disponible en
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html (339).
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Identificacion de clusters y anélisis filogenéticos

Las secuencias de gag y pol fueron alineadas a la secuencia de referencia HXB2
usando un algoritmo de alineamiento casero basado en HyPhy (340). Se eliminaron
todos los sitios donde existian inserciones en las secuencias aisladas de los individuos
para conservar la numeracion de codones igual a la secuencia de referencia HXB2. Se
determind la entropia de Shannon a partir de los alineamientos en aminoacidos
utilizando la herramienta disponible en la Base de Datos de VIH de Los Alamos
(https:/Iwww.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/entropy.html) con 500

randomizaciones.

4 5 ": i ‘

Figura 12 Patron de bandas de la amplificacion de la region viral gag por electroforesis

Electroforesis en gel de agarosa al 1% de 12 productos de PCR de VIH de diferentes participantes y un control
negativo (CN) del gen viral gag (banda ~1500pb). El marcador utilizado es 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).
Se construyeron arboles filogenéticos wusando el programa FastTree
(http://www.microbesonline.org/fasttree) con el modelo GTR (general time-reversible)
(341, 342). Los arboles fueron coloreados usando la herramienta Rainbow Tree (343)
disponible en Los Alamos

(https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RAINBOWTREE/rainbowtree.html).

Se determinaron distancias patristicas a partir de arboles filogenéticos separados por
cohorte y por gen usando el programa PATRISTIC (344). Se definieron clisteres en
gag y en pol por distancia patristica dentro del cluster <1.5% y con un bootstrap =290%
usando el programa Cluster Picker (University of Edinburg, UK) (345). Este umbral de
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distancia genética ha sido previamente utilizado para inferir clisters de transmisién en
cohortes de infeccion cronica por VIH (333). La compartamentalizacién genética entre
las cohortes, fue determinada usando el indice de fijacion (Fst) (346) implementado
por HyPhy (340).

Tipificacion de los alelos HLA en la cohorte mexicana

Se extrajo DNA gendmico a partir de al menos 6x10° células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) o 200 ul de buffy coat siguiendo las especificaciones del estuche
de reactivos QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN). La tipificacion de los alelos HLA
de clase | a 4 digitos se llevo a cabo por PCR anidada modificando un protocolo
previamente publicado (347). La técnica se basa en la amplificacion de una region de
1Kb incluyendo el exén 2, el intron 2 y el exdn 3 de los genes HLA -A, -B y -C en
reacciones separadas de PCR para cada gen, utilizando la enzima High Fidelity PCR
system (Roche Applied Science, Laval, PQ). Los primers ocupados para la primera
vuelta, segunda vuelta y reaccion de secuencia se encuentran en la Tabla 2. Para la
primera vuelta de PCR, se realizaron mezclas con un volumen final de 25 ul que
contenian: 0.87 U de High Fidelity Enzyme mix, 2.5 mM de MgClz, 0.25 mM de dNTP
y 0.6 uM del primer forward y reverse (Tabla 2) agregando a cada reaccion 4 pl del
DNA extraido. Sdlo para el gen HLA-A se agreg6 5% de dimetil-sulfoxido (DMSO) en
la primera y segunda vuelta para evitar la formacién de estructuras secundarias en el
DNA vy favorecer la amplificaciéon del fragmento requerido para la tipificacion. El
programa de amplificacion fue: 1 ciclo a 96°C por 3 minutos seguidos de 35 ciclos de
95°C por 20 s, 60°C por 20 sy 72°C por 7 min. El volumen final de la segunda vuelta
fue de 25 ul y contenia: 1 U de High Fidelity Enzyme mix, 2.2 mM de MgClz, 0.2 mM
de la mezcla de dNTP, y 0.55 mM de cada primer de segunda vuelta (Tabla 2). Se

incluyeron controles negativos en cada reaccion de amplificacion.

Los productos de la segunda vuelta de PCR fueron verificados en un gel de agarosa
al 1%. Todas las muestras con amplificacion positiva para HLA-A (875 pb), para HLA-
B (860 pb) y para HLA-C (850 pb) (Figura 13) se purificaron por método enzimatico:
Brevemente, se purificaron 4 ul de cada producto de amplificacion con 1 pul de ExoSap-

it (Afimetrix, Miles Road Cleveland), siguiendo las indicaciones del fabricante. Los
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productos de amplificacion para los genes HLA-A y HLA-C fueron diluidos 1:20 con
agua de grado molecular mientras que los productos de PCR para HLA-B se diluyeron
1:5 para realizar la secuenciacion utilizando la quimica BigDye Terminator v3.1 (Life
Technologies). El equipo 3730xlI Genetic Analyzer instrument (Life Technologies) se

utilizé para generar las secuencias.

La asignacion de los alelos HLA se realiz6 usando el programa uTYPEV6 (Thermo
Fisher Scientific) por comparacion con la base de datos IMGT/HLA (348). Con este
meétodo, se encontré un total de 92 pares de alelos HLA-A, 91 HLA-B y 39 HLA-C
dentro del Catalog6é de alelos comunes y bien documentados (Common and Well
Documented Catalogue (349)) con ambigtiedades de fase a una resolucion del primer
campo (a nivel del grupo de alelo) o en el segundo campo (a nivel del subtipo/proteina
especifica) (Tabla S 1). Estas ambigledades fueron resueltas por asignacion de la
combinacion de alelos mas frecuentes y de acuerdo con el desequilibrio de ligamiento
obtenido de nuestra poblacion mestizo-mexicana. Los pares de alelos HLA con
diferencias en polimorfismos fuera de los exones 2 y 3 fueron tratados como grupos
G, incluyendo A*74:01:01G (que incluye a los alelos A*74:01/A*74:02, nombrados
como A*74:01 en el analisis), C*18:01:01G (que incluye a los alelos C*18:01/C*18:02,
nombrados como C*18:01 en el analisis), C*17:01:01G (que incluye a los alelos
C*17:01/C*17:02, nombrados como C*17:01 en el analisis) y C*04:01:01G (que incluye
a los alelos C*04:01/C*04:09N, nombrados como C*04:01 en el analisis) entre otros.
Todos los haplotipos fueron confirmados usando la herramienta HLA completion tool
(335)(disponible en http://boson.research.microsoft.com/hla/). Adicional a esto, un total
de 33 HLA-A o HLA-C para los cuales no se obtuvo amplificacion o secuenciacion
exitosa, fueron imputados con la misma herramienta. Ningun par de alelos HLA-B fue
imputado, solo fueron considerados como datos faltantes (esto incluye 8 pares sin

ningun alelo HLA-B y 8 pares donde solo un alelo HLA-B falto).
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Tabla 2 Primers usados para la amplificacion anidada por PCR y secuencia para la tipificacion de los
alelos HLA-A,-By-C

HLA Primers primera vuelta Primers segunda vuelta Primers de secuencia
AF: AS1F: AS2R: GGCCCGTCCGTGGGGGATGAG
GAAACSGCCTCTGYGGGGAGAAGC |  AGCCGCGCCKGGASGAGGGTC AS4R: (el mismo para segunda
< AA vuelta)
| AS5F: CTACGTGGACGACACGCAGTT
5 AR: AS4R: AS6F: ACAGTCTCCGGGTCCGAGAT
- TGTTGGTCCCAATTCTCTCCCCTC | TGTGGGAGGCCAGCCCGGGAGA AS7R:

TTTGGCCTMAACYSAAAATGAAAC
AS8R: TTCCCGTTCTCCAGGTRTCTGC

BF_mod: BnewfF: BS1F:
GGGAGGAGMRAGGGGACCSCAG GCAGGCGGGGGCGCAGGACC GGAGCCGCGCCGGGAGGAGGGTC
o0 BS2R: GGATGGGGAGTCGTGACCT
<:: BS3F: ACKGKGCTGACCGCGGGG
T BR: BS4R: BS11R: CGGGGTCACTCACCGKCCTC
GGAGGCCATCCCCGGCGACCTAT | GGAGATGGGGAAGGCTCCCCACT | BS12F: GGSCKGGGCCAGGGTCTCAC
BS13R: ACTGCCCCTGGTACCMGCGC
CF: ARCGAGGKGCCCKCCCGGCGA CS1F: CS1F (el mismo para la segunda
GGAGCCGCGCAGGGAGGWGGG vuelta de PCR)
o TC CS7R: GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC
<:: CS8F: CGGGTCTCAGCCMCTCCTC
T CR: CS7R: CS9R: TGGATCTCAGACSGGGAGACT
GGAGATRGGGAAGGCTCCCCACT GGCTCCCCACTGCCCYTGGTAC CS10F: GGGCTGACCRCGGGGGCG

CS11F: CGGGGCCAGGKTCTCACAYC

Todos los primers estan enlistados en direccién 5° > 3’. Todos los primers corresponden a los primers
publicados en (347).

Una validacién extra de nuestro método de tipificacion de HLA en el contexto de una
poblacion mestizo-mexicana fue realizada al analizar los HLA de 323 individuos de la
Ciudad de México, de los cuales se habia hecho la amplificacion de los exones 1 al 8
para HLA-A 'y HLA-C, y los exones 1 al 7 para HLA-B y secuenciacion por métodos de
siguiente generacion usando el estuche de reactivos TruSight HLA v2 Sequencing
Panel (llumina, San Diego, California, EUA) y realizando la tipificacion HLA a alta
resolucién mediante el software Assign HLA v2.1 (lllumina). Este método de tipificacion
permite resolver la fase gamética, logrando la tipificacion en la resolucién mas alta
posible. Para realizar la validacion del método de tipificacion a resolucion intermedia
empleada en el presente trabajo, de manera cegada, se extrajeron las secuencias de

los exones 2y 3 (sin resolver la fase gamética) de estos pacientes y se reinterpretaron
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de la misma forma que se explicO previamente. Se obtuvo una concordancia de
99.89% al comparar las tipificaciones asignadas por secuenciacion de siguiente
generacion de todos los exones con resolucion de la fase gamética y las tipificaciones
asignadas con solo los exones 2 y 3 sin resolucion de la fase gamética, comparando
Gnicamente los primeros 4 digitos de la nomenclatura HLA (solo 1 loci de 969 fue
asignado erroneamente). Esto demuestra la robustez del método de tipificacion

empleado en el presente trabajo.
Comparacién de la frecuencia alélica de los alelos HLA de clase |

Las comparaciones de la frecuencia alélica de los alelos HLA de clase I, entre México
y Canada/USA fueron realizados usando la herramienta de comparacion de la Base
de Datos de Los Alamos, la cual compara las frecuencias alélicas mediante pruebas
exactas de Fisher de dos colas. Los valores de p fueron corregidos por mdaltiples
comparaciones, usando valores de q de Storey, para estimar la razén de
descubrimientos falsos (350). Resultados con p<0.05 y g<0.2 fueron considerados

estadisticamente significativos.

Figura 13 Patrén de bandas de la amplificacion de los genes HLA-A, -B y -C por electroforesis

Muestras representativas de la amplificacion de los genes HLA-A, HLA-B y HLA-C. Se muestran 5 muestras
y un control negativo para los tres genes. Se observan las bandas 875 pb para HLA-A, 860 pb para HLA-B y
850 pb para HLA-C. M: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
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Identificacion y comparacion de los polimorfismos asociados a los alelos

HLA, incluyendo un analisis para el escape diferencial entre poblaciones

Se identificaron los polimorfismos asociados a los alelos HLA de clase | (HAPS) en las
proteinas de Gag y PR-RT en México y Canada/EUA por separado, usando un modelo
filogenético denominado red de dependencia filogenética (PDN) desarrollado por
Carson y colaboradores (9). Este es un modelo basado en la dependencia
probabilistica entre un set de atributos predictores y atributos blanco. El atributo blanco
se refiere a la ausencia o presencia de un residuo de aminoacido presente en cada
uno de los codones de las proteinas de los genes gag y pol del VIH. El atributo predictor
se considera la presencia o ausencia de un alelo HLA de clase | (mutacion
seleccionada por HLA) o la presencia o ausencia de otro aminoacido de la proteina
(covariacion de codones) (Figura 14). Este modelo predictivo toma en cuenta algunas
fuentes confusoras para la deteccion de mutaciones de escape al sistema inmune
como son: 1) la covariacién de los codones de las proteinas del VIH y 2) el desequilibrio
de ligamiento de los alelos HLA en un contexto filogenético de las secuencias del VIH

9).
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Figura 14 Modelo de la red de dependencia filogenética (PDN)

El modelo de la red de dependencia filogenética (PDN) es un modelo gréafico que consiste en atributos blanco
gue resultan de una funcién probabilistica de atributos predictores. Cada una de estas funciones
probabilisticas toma en cuenta el contexto filogenético de las secuencias. Los atributos blanco (circulos
verdes) pueden ser la presencia o ausencia de un aminoécido en cada posicion del gen viral. Estos atributos
blanco pueden depender de otros codones (covariacion de codones) y/o alelos HLA (atributos predictores,
circulos azules). Todos estos atributos blanco son influenciados por la filogenia (flechas rojas). Las fechas
negras denotan la dependencia entre el atributo predictor y el atributo blanco. Tomada de: (9).
El modelo identifica dos tipos de asociaciones: “adaptadas” (cuando el aminoacido del
VIH se encuentra sobrerrepresentado en individuos que expresan el alelo HLA,
representando a la forma “escapada”) y “no adaptado” (cuando el aminoacido viral se
encuentra sub-presentado en los individuos que expresan el alelo HLA y representa a
la forma susceptible). Todas las asociaciones con g<0.2 fueron organizadas en un

mapa de epitopes.

Para la comparacion de la fuerza de seleccion de cada una de los HAPs en las dos
cohortes, se tomaron los HAPs presentes en la cohorte de México y en la cohorte de
Canada/EUA, restringidos por alelos HLA de clase | observados en un minimo de 10
individuos en ambas cohortes. Se utiliz6 un modelo previamente publicado basado en
regresiones logisticas, corregido filogenéticamente para probar si la fuerza de

seleccién restringida por el alelos HLA era significativamente diferente entre las
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cohortes (312, 351). Brevemente, para cada HAP de interés, el modelo estima un valor
de p probando si la seleccion media del alelo HLA es la misma en México y en
Canada/EUA (hipotesis nula) o si la seleccion entre ambas cohortes es diferente
(hipbtesis alternativa) (312). Al igual que en otros analisis, valores de g<0.2 fueron
definidos como umbral significativo para el analisis de escape diferencial. Finalmente,
para demostrar que el método para resolver imputacion/ambigiiedades no afectaba
significativamente la basqueda de HAPs o la fuerza de las asociaciones en la cohorte
de México, se repitieron los analisis excluyendo todas las ambiguedades y los loci HLA
imputados para esta cohorte y se verificd que todas las observaciones originales aun

estuvieran presentes.

6.2. Construccion de virus recombinantes y ensayos de

capacidad replicativa viral

Se construyeron virus recombinantes que contenian la regiébn gag-proteasa de los virus
de 646 individuos infectados por VIH-1 subtipo B en etapa crénica de la infeccion,
pertenecientes a la cohorte de México dentro del esqueleto genético del virus de
referencia NL4-3. Todos los virus recombinantes se titularon y se les midio la

capacidad replicativa siguiendo el protocolo previamente descrito (297, 300).
Clonacion de plasmidos pNL4-3 y pNL4-3Agag-pro

Para la generacion de los virus recombinantes se utilizaron dos tipos de plasmidos: un
plasmido que contenia todos los genes del virus de referencia NL4-3 (pNL4-3) que
funcioné como control positivo en los ensayos posteriores y un plasmido proveniente
del NL4-3 al que le fue eliminada la regién gag y proteasa (pNL4-3Agag-pro). Ambos
plasmidos fueron donados por el Dr. Philip Goulder (Universidad de Oxford, Inglaterra).
Estos plasmidos fueron eluidos de papel filtro con agua de grado molecular y clonados
usando las bacterias competentes del estuche One Shot Stbl3 Chemically competent
E. coli (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
descongelo en hielo un vial de bacterias competentes, agregando 5 pl de DNA, las
bacterias fueron incubadas en hielo por 30 min. Recibieron un choque térmico de 30 s

a 42 °C seguidos de una incubacién de 2 min en hielo. Se agregaron 250 pl de medio
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de recuperacion S.0.C (proporcionado por en el kit) previamente calentado a 37 °C.
Se incubaron en agitacion horizontal a 37°C por 1 h a 225 rpm. Se colocaron 100 pl de
cada transformacién en una placa de agar Luria-Bertani (LB) adicionada con 100 pg/ml
de ampicilina. Las placas fueron incubas toda la noche a 37°C para la propagacion de

colonias aisladas.
Verificacion de los plasmidos pNL4-3 Y pNL4-3Agag-pro

A partir de colonias aisladas de las placas recién clonadas, se verificé la integridad del
plasmido transformado por digestion con enzimas de restriccion. La verificacion de los
plasmidos se realizé con la purificacion de ambos plasmidos usando los reactivos del
estuche QlAprep Miniprep kit (QIAGEN) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
La integridad de los plasmidos transformados se pudo verificar por digestién con la
enzima de restriccion Hindlll (New England BioLaps, Ipswich, MA). La reaccion de esta
digestion se realiz6 en un volumen final de 50 pl que contenia: 1 pug de plasmido, 10 pl
de Hindlll y 5 ul de Buffer NEB #2 (proporcionado en el estuche). La reaccion de
digestidon se incubo a 37°C por 1 h y se verificaron las bandas, en un gel de agarosa
al 1%. Se formaron 5 fragmentos para el pNL4-3 (5804 pb, 4314 pb, 2105 pb, 1712 pb
y1475 pb) y 4 fragmentos para el pNL4-3Agag-pro (5804 pb, 2690 pb, 2105 pb y 1475
pb) debido al nimero de sitios de restriccion para la enzima Hindlll (Figura 15). Los
plasmidos verificados se guardaron para su uso posterior en alicuotas a -80°C en 30%

de glicerol.
Purificacion de plasmidos para la generacién de los virus recombinantes

Debido a que para la construccion de los virus recombinantes se requirieron
cantidades importantes de los plasmidos pNL4-3 y pNL4-3Agag-pro, fue necesario
realizar purificaciones con altos rendimientos con su posterior verificaciébn con la
enzima Hindlll (New England BiolLabs). Para realizar esta clonacion en alto
rendimiento, se utilizaron los reactivos del estuche Plasmid Maxi Kit (QIAGEN),
siguiendo el procedimiento segun el fabricante. Cada nuevo lote de plasmido clonado
fue verificado utilizando la enzima de restriccion Hindlll como control de calidad de la

clonacion antes de realizar la generacion de virus recombinantes.
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pNL4-3Agag-pro

[

Figura 15 Patron de bandas en la verificacion de la integridad de los plasmidos pNL4-3 y pNL4-3Agag-pro.

Se muestra un gel de agarosa al 1% con el producto de digestion de los plasmidos pNL4-3 y pN4-3Agag-pro
obtenido con la enzima Hindlll (New England BioLaps) junto a cada uno de los plasmidos sin digerir. El marcador
(M) usado es 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).

Generacion y propagacion de virus recombinantes

Para la generacion de los virus recombinantes se requirieron tres componentes: 1) el
fragmento viral gag-proteasa; 2) los pladsmido purificados y verificados pNL4-3Agag-

proy pNL4-3y 3) la linea celular GXR (Figura 16).
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Figura 16 Metodologia para la generacion de los virus recombinantes gag-pro.

A partir de RNA viral extraido de plasma de cada individuo se llevé a cabo la amplificacion de las regiones
virales gag-proteasa usando primers de 100 pb de largo que incluyen regiones homélogas al plasmido pNL4-
3Agag-pro. El plasmido verificado (ver Figura 15) fue linealizado usando la enzima de restriccion BstEIl (New
England BioLabs). Se co-transfectaron el producto de PCR y el plasmido linealizado por electroporacién en la
linea celular de linfocitos T GXR que contienen el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) acoplado a un
promotor LTR viral, de manera que la expresién de dicha proteina depende de la presencia de la proteina viral
Tat. Si la electroporacion es exitosa y se produce recombinacién del producto de PCR con el plasmido dentro
de la célula se genera un plasmido del VIH completo. Este nuevo plasmido recombinante formé un virus que
tenia las proteinas virales provenientes de los genes gag-proteasa provenientes del virus presente en el plasma
de cada individuo y el resto de los genes virales del virus de referencia NL4-3. Las células infectadas podran
detectarse por la expresion de GFP ligada a la presencia de la proteina viral Tat, mediante citometria de flujo.

1) FRAGMENTO VIRAL gag-proteasa. Para la generacion del fragmento viral gag-pro,
se realiz6 una segunda vuelta de PCR, utilizando primers de 100 pb de largo (Tabla
1). Estos primers largos amplificaron un producto de PCR de ~1700 pb, que en sus
extremos contenia parte de la secuencia del plasmido pNL4-3Agag-pro para permitir
la recombinacion del fragmento de PCR con el plasmido. Esta amplificacion se realizé
en un volumen final de 50 pl que contenia 0.2 mM de dNTPs, 2 mM de MgS0O4 0.2 mM
de cada primer (Forward y reverse para generacion de virus recombinantes Tabla 1);
1 U de la enzima Platinum Tag DNA Polymerse High Fidelity (Invitrogen), a cada
mezcla de reaccion se agregaron 2.5 pl de la primera vuelta de PCR utilizada para la
secuenciacion del gen gag. El programa de amplificacién utilizado fue 1 ciclo de 94°C
por 2 min, seguido de 40 ciclos de 94°C por 30 s, 60°C por 30 sy 68°C por 2 miny un
ciclo a 68°C por 7 min. La amplificaciéon de los productos de PCR fue verificada por
electroforesis en un gel de agarosa al 1% (Figura 17) y los productos de amplificacién
fueron purificados con columna de silice usando el estuche de reactivos QIAquick PCR

Purification Kit (QIAGEN) y guardados hasta su uso.

2) PLASMIDO pNL4-3Agag-pro. El plasmido previamente purificado y verificado por
digestiéon con la enzima Hindlll (New England BioLabs), se linealizé por digestiéon con
la enzima BstEIl (New England BioLabs). Se linealizaron 10 pg de plasmido por cada
muestra a transfectar siguiendo las especificaciones de la enzima. La reaccion de
digestidén debia conservar las siguientes proporciones por cada 10 ug de plasmido: 20
U de enzima BstEll, 1x de BSA y 1x de Buffer NEB #3 (proporcionados por el estuche

de la enzima). La mezcla de reaccion se incubo por 2 horas a 60°C.
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Figura 17 Muestras representativas de la segunda vuelta de amplificacion de gag-pro para la generacion
de virus recombinantes.

Se muestra un gel de agarosa al 1% con 18 muestras representativas del producto PCR de segunda vuelta

para generar los virus recombinantes (~1700 pb) y un control negativo (CN). El marcador (M) usado es 1Kb

plus DNA Ladder (Invitrogen).
3) CELULAS GXR. En la generacion de los virus recombinantes se utilizé la linea
celular de linfocitos T que contenia la proteina verde fluorescente (GFP) insertada en
su genoma (352) estas células fueron donadas por el Dr. Mark A. Brockman y la Dra.
Zabrina L. Brumme (Universidad Simon Fraser, Vancouver, Canadd). Las células
fueron cultivadas utilizando el medio R10+ (RPMI (Sigma — Aldrich) adicionado con
10% de suero fetal bovino (Lonza, Basel, ZH), 2 nM de L-Glutamina (Lonza), 100 U de
penicilinay 100 U de estreptomicina (Lonza)). Las células fueron divididas 2 dias antes
(D-2) de cada ensayo para asegurar una buena viabilidad (células viables > 80%)
(Figura 18).

La generacién de los virus recombinantes se llevé a cabo por la transfeccion por
electroporacién usando el equipo Bio-Rad Gene Pulser Il (Bio-Rad, California, EUA).
Dia 0 (D0). En una celda de 0.4 cm (Bio-Rad) se mezclaron: 2 x 10° células GXR en
800 pl de medio R10+ con 50 pul del producto de PCR purificado para la generacién de
virus recombinante y 10 pg del plasmido pNL4-3Agag-pro previamente linealizado con
la enzima BstEIll (DO, Figura 18). El protocolo de electroporacién que se utilizo fue un
pulso con 300V, 500 uF y resistencia infinita. Las células fueron incubadas a
temperatura ambiente por 45 min y transferidas a una botella de cultivo T25 con 5 ml

de medio R10+ precalentado a 37°C. En cada electroporacion se incluy6é un control
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positivo que contenia al plasmido pNL4-3 y un control negativo que s6lo contenia al

pNL4-3Agag-pro linealizado sin ningun producto de PCR.

En el dia 3 (D3) se agregaron 5 ml de medio R10+ a cada frasco de cultivo. A partir
del dia 9 (D9) se monitorearon los cultivos cada dos dias por citometria de flujo usando
el equipo Attune Acoustic Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific), para medir
el porcentaje de las células GFP positivas (GFP+) (Figura 18). En cada monitoreo de
los cultivos virales, se tomaron 2 ml del cultivo viral, recuperando el volumen de cada
cultivo con medio R10+ previamente calentado a 37°C. Las células tomadas de cada
cultivo fueron centrifugadas a 1500 rpm por 10 min, seguido de dos lavados con 1 ml
PBS (Lonza) adicionado con 2 mM de EDTA. Una vez lavadas las células fueron fijadas
con 500 pl formalina al 1%. Antes de adquirir en el citbmetro, las células fueron diluidas

con 1 ml de Focusing Fluid (Life Technologies).

La propagacion de cada uno de los virus duré aproximadamente 20 dias. Una vez que
el porcentaje de células GFP+ fue mayor al 20%, el cultivo viral fue centrifugado a 1500
rom por 10 min para recuperar el sobrenadante que contenia a los virus

recombinantes. El sobrenadante se guardé en alicuotas de 1 ml a -80°C hasta su uso.
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Figura 18 Linea de tiempo utilizada para la generacion y propagacion de los virus recombinantes

En esta linea de tiempo se muestra el periodo comprendido desde la electroporacién del producto de PCR y el
plasmido pNL4-3Agag-pro hasta la cosecha de cada cultivo viral. D-2 fue el dia en que se hizo una divisién de
las células GXR para mantener a las células en un estado activo de replicacién. DO, fue el dia en que se realiz6
la electroporacion (E), D3 fue el dia en que se agregaron 5 ml de R10+ al cultivo. A partir del dia 9 (D9) se
realiz6 un monitoreo del porcentaje de células GFP+ por citometria de flujo (M). Este monitoreo se realiz6 cada
dos dias hasta obtener un porcentaje de células GFP+ mayor a 20% y poder cosechar los virus recombinantes.

Titulacién de los virus recombinantes

Con el interés de tener una cantidad de virus similar en todas las muestras para poder
realizar el ensayo de capacidad replicativa, se realizé la titulacion de las alicuotas
virales infectando células GXR. Las células fueron divididas 2 dias antes de ensayo

para mantener a las células en un estado activo de replicacion. En placas de 24 pozos,
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se infectaron 1x10°8 células GXR resuspendidas en 100 pl de medio R10+ con 400 pl
del sobrenadante de cada virus por duplicado. En cada placa se incluyé un control
negativo que contenia 400 ul de medio R10+ y un control positivo que contenia 400 pl
de sobrenadante del virus NL4-3. Las placas se incubaron a 37°C, con 5% de CO2y
90% de humedad. A las 24 h de la infeccion se agregé 1 ml de R10+ previamente
calentado a 37°C. A las 48 horas después de la infeccion (D2) se transfirieron 250 pl
de cultivo viral a una placa de 96 pozos. Esta placa se centrifugd a 1500 rpm por 10
min para obtener un botén de células. Las células se lavaron dos veces con 1ml de
PBS adicionado con 2 mM de EDTA y se fijaron con 150 pl de formalina al 1%. La
adquisicion se realiz6 en el equipo Attune Acoustic Focusing Cytometer Auto Sampler

(Thermo Fisher Scientific).

Para los ensayos de capacidad replicativa viral (CRV) se requirié una multiplicidad de
infeccion (MOI) baja (del 0.3% de células infectadas al D2). Para obtener esta MOI al
D2 se determin6 volumen requerido de cada alicuota viral (titulo viral) con la siguiente

formula:

(0.3%)(500ul)
(% células GFP, al D2)

Titulo viral (ul) =

El titulo viral utilizado en el ensayo de CRV fue el volumen promedio obtenido en los

duplicados.
Ensayo de capacidad replicativa

Una vez que se obtuvo el titulo viral, se continué con el ensayo de CRV. Para este
ensayo se utilizaron placas de 24 pozos donde se infectaron 1x10°® células GXR
resuspendidas en 100 ul con 400 pl de la dilucién de los virus (de acuerdo con el titulo
de cada alicuota viral). A las 24 h (D1) se agreg6é 1 ml de medio R10+ previamente
calentado a 37°C. A partir del D2 hasta el D7 se tomaron 500 ul del cultivo y se
transfirieron a placas de 96 pozos reponiendo el volumen tomado de cada cultivo con
medio R10+ previamente calentado a 37°C. Las células se lavaron y fijaron como se
describié anteriormente. Se midio6 el porcentaje de células GFP+ por citometria de flujo

utilizando el equipo Attune Acoustic Focusing Cytometer Auto Sampler (Thermo Fisher
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Scientific). Todos los ensayos de CRV se realizaron por duplicado, por lo que el valor

de CRYV es el promedio de los duplicados.

Para obtener el valor de CRV se utiliz6 la formula semi-log utilizando Excel (Microsoft
corporation, Redmond, WA, US) tomando en cuenta los valores del D3 hasta el dia en
gue el porcentaje de células GFP+ fuera mayor o igual a 15%. Cada valor semi-log fue

normalizado con respecto al valor semi-log del control positivo del ensayo.

Como control de calidad de la construccion de los virus recombinantes se
secuenciaron al azar el 10% del total de la cohorte siguiendo el método previamente
descrito. Este control de calidad fue necesario para la verificacién filogenética de que
los fragmentos del gen gag-pro extraido y secuenciado a partir del RNA plasmatico y
el fragmento gag-pro proveniente del virus recombinante fueran iguales, sin la
apariciéon o desaparicion de mutaciones durante los tiempos de cultivo (desde la
propagacion hasta el ensayo de CRV).

Estrategia utilizada para el analisis de las células GXR+ por citometria de

flujo

El monitoreo de la frecuencia de células GFP+ en los ensayos de propagacion y
titulacion de los virus recombinantes, asi como en los ensayos de CRV se realizaron
por citometria de flujo, siguiendo la estrategia de andlisis mostrada en la Figura 19.
Para hacer este andlisis se uso el programa FlowJo v7 (FlowJo LLC, Williamson Way,
Ashland, OR.USA). Brevemente, el primer analisis sirvid para eliminar fragmentos
celulares remantes en las muestras (Figura 19A) seguido de la seleccion de todas las
células por morfologia (Figura 19B) en esta poblacién se observo la expresion de la
proteina GFP. Se utilizaron células no infectadas como control negativo para delimitar
las poblaciones segun su expresion de GFP en células GFP+ y GFP-, siempre
colocando la frecuencia de células GXR GFP+ en ~0.1% (Figura 19C). En todos los

analisis se adquirieron 10,000 eventos pertenecientes a la poblacion de Linfocitos.
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Figura 19 Estrategia de analisis para obtener la frecuencia de células GXR GFP+ en los cultivos virales.

El monitoreo de la frecuencia de células GFP+ para la propagacion y titulacién de los virus recombinantes, asi
como los ensayos de capacidad replicativa viral se realizaron por citometria de flujo. La estrategia de analisis
que se llevd a cabo fue: A. Eliminacion de fragmentos celulares. B. Seleccion de la linea celular por morfologia
(LINFOS). C. Delimitacion de las células GFP- y GFP+ usando el control negativo (células que no fueron
infectadas). D. Determinacion de la frecuencia de células GFP+ de un cultivo donde las células fueron
infectadas con un virus quimérico.

7.Resultados

7.1. Comparacion de la huella asociada a HLA sobre

el VIH entre México y Canada/EUA
Para la comparacion de la huella de HLA sobre el VIH, se identificaron y compararon

los polimorfismos asociados a HLA (HAPs) de la cohorte mexicana y de la cohorte de
Canada/EUA por separado sobre la region viral gag y PR-RT del VIH, usando el

modelo estadistico PDN explicado arriba.
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7.1.1. Descripcion de la cohorte

Se estudiaron dos cohortes infectadas por VIH-1 subtipo B, virgenes a tratamiento
antirretroviral provenientes de México (n=1,612) y Canad&/EUA (n=1,641). Ambas
cohortes estaban compuestas predominantemente por hombres (México: 78.5%,
Canada/EUA 85.1%). La mediana de edad fue de 30 afios [IQR 24 — 38] afios en
México y 37 [32 — 44] en Canad&/EUA. La mediana de CV fue de 4.75 [IQR 4.18 —
5.27] Logio copias de RNA/mI en México y 4.98 [4.55 — 5.46] Logio copias de RNA/mI
en Canada/EUA. La mediana de linfocitos T CD4+ fue de 311 [IQR 121 — 519]
células/ul en México y 260 [110 — 400] células/ul en Canad&/EUA. En México, los
individuos fueron reclutados entre el 2000 y el 2014, mientras que en Canadd/EUA

fueron reclutados entre 1996 y el 2004.

7.1.2. Diversidad de las secuencias Gag y PR-RT en México

y Canada/EUA

Lo primero que se evaluo fue la diversidad y la relacion filogenética entre los virus de
ambas cohortes, para las secuencias disponibles de Gag y PR-RT, 1,450 y 1,529
respectivamente para México y 1,320 y 1,555 respectivamente para Canada/EUA. El
consenso especifico de cada una de las cohortes difirié6 en solo 5 codones (de 500
codones, 1%) en Gag (en las posiciones 30, 312, 389, 403,y 490) y 2 (de 434 codones,
0.5%) en PR-RT (posicién 93 en PRy 272 en RT).

En general, la entropia de los aminoacidos de Gag fue significativamente mayor en
México comparada con la de Canada/EUA (mediana 0.056 vs 0.026 respectivamente,
p<0.0001): en particular 38.2% (191/500) de los codones de Gag, mostrd
significativamente mayor entropia en la cohorte de México, mientras que solo el 4%
(20/500) mostr6 mayor entropia en la cohorte de Canada/EUA (con un umbral de
p<0.05) (Figura 20,Tabla S 2)

En contraste, la entropia de PR-RT en México fue comparable con la de Canada/EUA
(0.022 vs 0.031, respectivamente; p=0.08) y en términos de proporcién de codones

con entropia mayor en una cohorte vs la otra (~17-18%) (Figura 20, Tabla S 3).
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Después, se infirieron arboles filogenéticos de Gag y PR-RT a partir de alineamientos
de nucledtidos (Figura 21). Como se esperaba, la diversidad general de Gag fue
mayor que la PR-RT. También, dada la proximidad de los paises en América del Norte,
las secuencias de México y Canadd/EUA se observaron bastante entremezcladas
filogenéticamente (el indice de fijacion [Fst] fue muy bajo para Gag [0] y PR-RT
[0.0086]).

Ademas, no se encontrd ningun cluster compuesto por secuencias de ambas cohortes
a un umbral de <1.5% de distancia genética y un bootstrap =290%. El numero de
clusters incrementd si el umbral de distancia genética era de 4.5% dando como
resultado 3 clusters dentro Gag y 4 cluster dentro de PR-RT compuestos por
secuencias de ambas cohortes. En general, las secuencias de Gag y PR-RT
provenientes de México mostraron tener mayor distancia patristica, comparada con la
distancia patristica encontrada en las secuencias de Canada/EUA (México: Gag:
0.1612; PR-RT: 0.1145 y Canada/EUA Gag:0.1132 y PR-RT: 0.0912; p<0.0001 para

ambos genes).

En conjunto, los resultados apoyan una epidemia de VIH-1 subtipo B en el Norte de
América interconectada donde, en general, la diversidad en nucleétidos es mayor en

México.
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Figura 20 Diferencias en entropia en Gag y PR-RT de VIH de México y Canada/EUA

Comparacion de la entropia de Shannon de cada posicion de VIH entre las cohortes. Cada cuadrado representa
un coddén de VIH. El panel superior muestra las 500 posiciones de Gag; el panel inferior representa las 99
posiciones de PR y las primeras 335 posiciones de la RT. Las posiciones donde la entropia de Shannon era
significativamente diferente entre México y en Canada/EUA (p<0.001) fueron coloreadas: azul para las
posiciones con mayor entropia en México y gris para las posiciones con mayor entropia en Canada/EUA. Los
puntos negros denotan posiciones con diferente aminoécido en los consensos entre las cohortes. Las listas
completas de los valores de entropia para Gag y para PR-RT se encuentran en la Tabla S1 y S2
respectivamente.

7.1.3. Comparacion de la frecuencia alélica HLA entre

México y Canada/EUA

Se encontrd un total de 252 alelos HLA de clase | diferentes, definidos a una resolucion
de 4 digitos (Figura 22,Tabla S 4). De estos, 140 fueron observados en ambas
cohortes, 67 fueron observados exclusivamente en México y 45 fueron exclusivos de
Canada/EUA. En México, los alelos mas frecuentes fueron A*02:01, A*24:02 y A*02:06
para el locus A; B*35:01, B*39:05 y B*40:02 para el locus B; y C*04:01, C*07:02, y
C*03:04 para el locus C. En Canada/EUA, los alelos mas frecuentes fueron A*02:01,
A*03:01, y A*01:01 para el locus A; B*07:02, B*35:01, and B*08:01 para el locus B; y
C*07:02, C*07:01, y C*04:01 para el locus C (Figura 22).
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Figura 21 Diversidad genética de Gag y PR-RT del VIH-1 subtipo B de México y Canada/EUA

La figura muestra los arboles filogenéticos para las secuencias de (A) Gag (n=2,771) y (B) PR-RT (n=3,084),
dibujados con la misma escala de distancia genética. El color de la rama indica la cohorte de procedencia. (C)
Numero de clusters definidos por distancias genéticas entre secuencias <1.5% y bootstrap >90% en cada arbol.
Comparacion de la mediana de distancia genética pareada entre México (caja azul) y Canada/EUA (caja gris)
para Gag (D) y para PR-RT (E).

De los 252 alelos HLA observados, 86 (22 HLA-A, 46 HLA-B y 18 HLA-C) tuvieron
diferencias significativas en la frecuencia alélica entre México y Canadd/EUA (Figura
22) (nota: cuando se compararon las frecuencias alélicas de las cohortes separadas,
81 alelos HLA fueron significativamente diferentes en sus frecuencias alélicas entre
Canada y México; 77 entre EUA y México, y sblo 57 entre Canada y EUA, Tabla S 4).

De estos 86 alelos HLA diferentes, 41 fueron significativamente mas frecuentes en
México comparados con Canad&EUA, entre ellos se incluyen: A*24:02, A*02:06,
A*68:01, A*31:01, A*68:03, B*39:05, B*40:02, B*39:06, C*04:01, C*07:02, C*01:02,
alelos que estan enriquecidos en poblaciones mestizas y amerindias (320, 321, 323).
Consistente con previos reportes, (315, 353), la mayoria de las alelos HLA protectores
canodnicos (353) (como B*57:01, B*58:01, B*27:05, B*13:02, B*42:01, B*44.03,

A*25:01, A*32:01) estaban enriquecidos en la cohorte de Canad&/EUA comprados con
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México. En conjunto, estos resultados revelan marcadas diferencias inmunogenéticas
entre México y Canada/EUA.

Figura 22 Diferencia en la frecuencia alélica de HLA de clase | entre México y Canada/EUA

Comparacion de las frecuencias de HLA entre México (n=1,612), barras azules) y Canada/EUA (n=1,641, barras
grises). Los alelos HLA se muestran en orden decreciente de las frecuencias en la cohorte de México. Los alelos
HLA con frecuencia <0.1% en México no se muestran. La lista completa de las comparaciones, se encuentran
en la Tabla S3. *p<0.05 y q<0.2.

7.1.4. Huella diferencial del HLA sobre Gag vy

PR-RT de VIH en Meéxico y Canada/EUA

Debido a estas marcadas diferencias en el contexto inmunogenético entre las
poblaciones de Norte América, se hipotetizé que los HAPs podrian ser también
diferentes entre ellas. Se identificaron HAPs por separado en la cohorte de México y

Canada/EUA usando un método previamente publicado (9) y se construyé un mapa
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de escape inmunoldgico mostrando los HAPs identificados en una o ambas cohortes
con g<0.2 (Figura 23, Figura 24, Tabla S 5)

En las secuencias provenientes de México, se identificaron un total de 201 HAPs (108
adaptados y 93 no-adaptados) que se encontraban en 95 codones de Gag (de 500,
19%) y estaban restringidos por 66 alelos HLA. Para Canada/EUA, se identificaron un
total de 534 HAPs, significativamente mas que en México (p<0.0001 por exacta de
Fisher), en 166 codones de Gag (32%), y restringidos por 77 alelos HLA. En total se
identificaron 662 HAPs Unicos en Gag, de los cuales 73 (11.02%) (35 adaptados y 38
no adaptados, en 26 codones de Gag), fueron identificados en ambas cohortes, 128
fueron identificados solo en México mientras que 461 fueron identificados en
Canad&/EUA en un umbral predefinido de g<0.2 (Figura 23).

Consistentemente con reportes previos (277) la proporcién total codones de p24©39
que tienen HAPs fue menor que en el resto de Gag, tanto en México (12.1%, 28/231
para p24, vs. 24.5%, 66/269 para otras proteinas de Gag) como en Canad&/EUA
(19.0%, 44/231 vs 45.4% 122/269). Esto era esperado dado que las secuencias de
p24%3 en general tienen un alto grado de conservaciéon (>50% de sus codones son
99.5%-100% conservados, lo que imposibilidad la identificacion de posiciones
asociadas a HLA). Sin embargo, si se toma en cuenta el nUmero total de codones
variables como denominador, p24 se posiciona dentro de las areas mas ricas del
proteoma del VIH con asociaciones de HLA (277, 354); lo cual es verdadero también

para México.

En PR-RT, se identificaron 157 HAPs (78 adaptados y 79 no-adaptados) restringidos
por 58 alelos, en 70 codones diferentes en México. En Canada/EUA se encontraron
371 HAPs (201 adaptados y 170 no-adaptados) restringidos por 78 alelos HLA en 105
codones diferentes, (al igual que en Gag, significativamente mas que en México,
p=0.0039). En términos generales, se identificaron 470 HAPs Unicos en PR-RT, de los
cuales 58 (12.3%) fueron identificados en ambas cohortes, 99 fueron identificados sélo
en México mientras que 313 fueron identificados solo en Canada/EUA con un umbral
estadistico predefinido de g<0.2. De manera interesante, los 7 codones (5 en Gagy 2
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en PR-RT) donde los consensos fueron diferentes entre las cohortes no mostraron

evidencia de selecciéon por HLA clase .
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Figura 23 Mapa comparativo de escape inmunolégico de Gag entre México y Canada/EUA

Mapa de escape que muestra la localizacion de los polimorfismos asociados a HLA en Gag de VIH-1 subtipo
B de México (n=1,450) y de Canad&/EUA (n=1,320) con p<0.05y g<0.2. La secuencia de referencia representa
al consenso especifico de la cohorte; azul para México y gris para Canad&/EUA. Los puntos negros
representan codones donde las secuencias consenso son diferentes entre las cohortes. El panel A: muestra
las posiciones 1-300 de Gag. Panel B: muestra las posiciones 301-500 de Gag. En cada linea son mostrados
cien aminoacidos, las barras verticales separan bloques de 10 aminoacidos. Los aminoacidos “Adaptados” son
mostrados en letras verdes y los aminoacidos “no-Adaptados” son mostrados en azul, acompanados del alelo
HLA asociado; azul para México, gris para Canada/EUA vy rojo para las asociaciones observadas en ambas
cohortes con g<0.2. Los epitopes verificados experimentalmente (epitopos 6ptimos) publicados en la base de
datos de Los Alamos (13) que contienen polimorfismos asociados a HLA estan mostrados por encima de las

secuencias consenso en negro. La lista completa de asociaciones esta disponible en Tabla S 5,
-_ 1 A
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Como se muestra arriba, una fraccion substancial de HAPs fue observada en ambas
cohortes con (g<0.2, apoyando aun mas la existencia de vias de escape asociadas a
HLA “universales” entre las poblaciones a nivel global. Estas asociaciones
“compartidas” incluyen vias de escape a CTLs canonicas restringidas por alelos HLA
de clase | incluyendo B*57:01/B*57:03-Gag-T242N (dentro del epitope TW10
restringido por estos alelos), B*27:05-Gag-R264K and L268M (dentro del epitope KK10
restringido por B*27) (355-359), y B*51:01-RT-1135T (dentro del epitope TI8 restringido
por B*51) (359, 360), asi como HAPs dentro de epitopes Optimos previamente
descritos (277) (incluyendo A*03:01-K28Q/R, A*24:02-K30R, B*57:03-A146P,
B*14:01-K302R (361), B*07:02-S357G (362) y B*40:02-R429K (363) en Gag; B*44:03-
E35D (364) en proteasa y A*11:01-K166R (365), B*35:01-D177E (366), y A*03:01-
K277R (285) en RT). (Figura 23, Figura 24).

A pesar de esto, se observé un nimero substancial de nuevos HAPs en México que
no se encontraban dentro de epitopes 6ptimos previamente descritos. Ademas, estos
nuevos HAPs tienden a estar asociados con alelos HLA amerindios. Algunos ejemplos
incluyen: A*02:06-F44Y, B*35:16-X82l, A*26:01-D230E, B*39:02-R286X, B*39:02-
N315X, B*39:02-E319D, B*35:12-X357G, A*02:06-P386X, y A*68:03-K436R en Gag;
B*39:06-V15I en proteasa; y A*02:06-1274V, y A*02:06-V276l en RT.

Tomando todos los resultados en conjunto, las huellas de HLA en México incluyen las
vias de escape de VIH “candnicas” compartidas entre las poblaciones a nivel global,
asi como HAPs no descritos previamente restringidos por alelos HLA encontrados

tipicamente en poblaciones amerindias o mestizas.
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Figura 24.Mapa comparativo de escape inmunolégico de PR-RT entre México y Canada/EUA

Mapa de escape inmunoldgico que muestra la localizacion de los polimorfismos asociados a HLA en PR-RT
de VIH-1 subtipo B de México (n=1,555) y Canada/EUA (n=1529). Panel A muestra las posiciones 1-99 de PR
y 1-200 de RT. Panel B posiciones de 201 — 335 de RT. Las caracteristicas del mapa son las mismas que en
la Figura 23. LA lista completa de las asociaciones esté disponible en TablaS 5y

TaLi- ~ R
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7.1.5. La huella asociada a HLA en el VIH es mas escasa y

débil en México que en Canada/EUA

Una observacion muy llamativa de los analisis fue que en general se observé un bajo
namero de huellas asociadas a HLA en México en comparacion con Canad&d/EUA, a
pesar de que las cohortes fueron de tamafios comparables. Por ejemplo, considerando
so6lo los codones de VIH identificados con asociacion adaptada con uno o mas alelos
HLA, no solo México mostr6 menor nimero de codones en Gag comparados con
Canadd/EUA (108 en 75 codones de gag vs 273 en 133 codones de Gag
respectivamente, p<0.0001) sino que también mostrd un bajo nimero de asociaciones
adaptadas por codon (méas de 3 alelos HLA por codon en México vs mas de 7 alelos
HLA por cod6n en Canada/EUA) (Figura 25).

Lo mismo fue verdadero cuando se analizaron todos los codones asociados a HLA
(adaptados y no-adaptados). Especificamente, de todos los codones de Gag que
albergan al menos una asociacion adaptada con HLA, menos del 10% fueron
identificados exclusivamente en México, mientras que el resto fueron observados en
ambas cohortes (41%) o so6lo en Canada/EUA (49%) (Figura 25A-C). Resultados
similares fueron observados para PR-RT (78 asociaciones adaptadas en 49 posiciones
en México vs 201 asociaciones adaptadas en 87 posiciones en Canada/EUA,
p<0.00001), donde 10% fue exclusivamente observado en México, 40% fue observado
en ambas cohortes y el 50% fue observado sélo en Canada/EUA (p<0.0001) (Figura
25Dy F).

Como resultado, el numero de “zonas inmunogénicas” (definidas como aminoacidos
de VIH consecutivos que alberguen una asociacion adaptada de HLA) también difiere
notablemente entre cohortes: mientras que en Canada/EUA se extienden por arriba
de 11 posiciones bajo presion de HLA (ejemplo, Gag 118-128), en México, la zona
mas larga tiene solo 3 aminoéacidos. Ademas, los sitios donde estan las zonas
inmunogénicas en México tienden a coincidir con zonas que también se identifican
en Canada/EUA (ejemplo: Gag 146-148; PR 35-37).

La escasa huella de HLA en México probablemente puede ser atribuible a la alta

diversidad de HLA y VIH en México en comparacion con Canada/EUA (Figura 20,
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Figura 21, Figura 22): incrementandose el nimero total de comparaciones pareadas
entre HLA-VIH requeridas para el analisis en México, y dando como resultado un corte
de valores de p mas estricto a q<0.2 para esta cohorte. En efecto, para la identificacion
de HAPs fueron requeridas 726,206 comparaciones HLA-VIH para México,
comparadas con 592,677 para Canada/EUA, las cuales resultan en valores umbrales

a <0.2 de p<10* para México y p<10- para Canada/EUA (material suplementario).

Sin embargo, estas observaciones no solo se explican por la correccion por multiples
comparaciones y el poder estadistico para encontrarlas, ya que ademas de que la
huella asociada a HLA en general es escasa, la fuerza estadistica (es decir, la
significancia de los valores de p) de las asociaciones entre HLA y VIH en México son
en general mas débiles que las observadas en Canada/EUA. Por ejemplo, una
comparacion de valores de p transformados (-logio (del valor de p)) y ordenados de
mayor a menor incluyendo los 201 mas altos para Gag y los 157 mas altos para PR-
RT en ambas cohortes (201 y 157 debido a que estos representan el numero total de
HAPs identificados a g<0.2 en Gag y PR-RT en México) revela que los valores
observados para Canada/EUA son siempre mayores (es decir, mas significativos) que

los valores correspondientes para México en el mismo orden (Figura 26).

Estos resultados indican que incluso las huellas asociadas a HLA mas fuertes en
México son en general mucho mas débiles que las huellas asociadas a HLA mas
fuertes observadas en Canadd/EUA. Por otra parte, cuando se analizan las
distribuciones de -Logio (valor de p) de los HAPs identificados en México, se observan
valores mas bajos (menos significativos) para los HAPs que se observaron
exclusivamente en México comparados con los HAPs compartidos con Canad&/EUA
tanto para Gag (p<0.0001) como para PR-RT (p=0.0435) (Figura 26C y D).

De esta manera, no solo la fuerza de la asociacion entre los alelos HLA y los codones
de VIH parece ser intrinsecamente mas débil en México comparada con la de
Canada/EUA, sino que, de las huellas de HLA detectables en México, las que tienden
a ser las mas fuertes son las mas conocidas mientras que las nuevas HAPs
restringidas por los alelos HLA unicos de la poblacién mestiza tienen a ser incluso mas

débiles.
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Se extendieron estos analisis comparando la fuerza de seleccion de los HAPs entre
las cohortes de manera pareada. Para realizar esto, se seleccion6 una lista de todos
los HAPs identificados en México y en Canad&/EUA que fueron restringidos por alelos
HLA observados en al menos 10 individuos en ambas cohortes (no es posible
comparar la fuerza de seleccion de HAPs restringidos por alelos HLA que no fueron
observados o que fueron observados en muy baja proporcion en una cohorte dada).
Esta seleccién dio un total de 995 HAPs para el andlisis (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).
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Figura 25 Distribucion de los codones en Gag y PR-RT de VIH que tienen una asociacion adaptada a HLA
en México y en Canada/EUA

Los paneles A-C representan a los codones de Gag mientras que los paneles D-F representan los codones de
PR-RT. Los paneles Ay D muestran los codones que albergan asociaciones adaptadas en México; los paneles
B y E muestran codones de VIH que albergan asociaciones adaptadas en Canada/EUA. El nimero dentro de
la caja corresponde al nimero de las asociaciones adaptadas a HLA observadas en esa posicion especifica.
Los paneles Cy F proporcionan un mapa unido, mostrando las asociaciones adaptadas a HLA presentes solo
en México (azules), solo en Canada/EUA (gris) y en ambas cohortes (rojo).

La comparacion pareada de los valores absolutos de razon de momios (OR, por sus

siglas en inglés) de seleccién que fueron transformados logaritmicamente (Abs INOR)
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de cada HAP de ambas cohortes, revelan de forma estadisticamente significativa
valores mas altos para Canada/EUA (mediana de 1.1: IQR 0.57-1.8) comparados con
México (mediana 0.67; IQR 0.32-1.4) (prueba pareada de Wilcolxon) (Figura 27).
Estos resultados contindan siendo consistentes incluso cuando se estratifican por
proteina y cuando el andlisis es restringido a los pares de codones de VIH-HLA Unicos
(para evitar la cuenta doble de las asociaciones adaptadas y no adaptadas en el mismo

codon) (p<0.0001, dato no mostrado).

Figura 26 Comparacion de la distribucion de valores p de HAPs entre México y Canada/EUA

Se muestran las transformaciones -Logio de los valores de p para los 201 HAPs més altos en Gag (A) y para
los 157 HAPs mas altos de PR-RT (B). Los valores de p transformados fueron ordenados del mas pequefio
(menos significativo) al mas grande (més significativo) en cada cohorte y graficados como una observacion
pareada. La linea roja representa la expectativa nula. Los paneles C y D muestran la distribucién de las
transformaciones -Logio(valor p) de los HAPs compartidos vs los Unicos en México en Gag (C) y en PR-RT (D).

De forma similar, los resultados fueron consistentes cuando el analisis fue restringido

a los HAPs compartidos (un total de 73 HAPs en Gag y 58 en PR-RT fueron
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observados tanto en México como en Canada/EUA y fueron restringidos por alelos en
al menos 10 individuos en ambas cohortes): una vez mas, los valores absolutos y
transformados de los OR de seleccion de estos HAPs fueron significativamente mas
altos en Canadd/EUA (mediana de 1.8 IQR 1.3-2.5) en comparacién con México
(mediana de 1.7 IQR 1.1-2.0) (p<0.0001, prueba pareada de Wilcoxon) (Figura 27B).

Asimismo, los resultados siguieron siendo consistentes incluso cuando se estratifico
por la proteina del VIH y cuando el analisis se realiz6 con todos los pares de codones
de VIH-HLA unicos (todas las comparaciones con p<0.05, datos no mostrados). Estas
observaciones indican, por lo tanto, que la huella asociada a HLA en VIH en México

es en promedio significativamente mas débil que en Canada/EUA.
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Figura 27 Huella asociada a HLA débil en México comparada con Canada/EUA

Panel A. Comparacion pareada de los valores absolutos y transformados de las razones de momios (OR, Valor
absoluto de InOR) para todos los HAPs identificados en México y/o Canad&/EUA que fueron restringidos por
alelos HLA observados en al menos 10 individuos en ambas cohortes. Panel B. Al igual que el panel A, pero
restringido para los HAPs compartidos (aquéllos que fueron identificados en ambas cohortes a <0.2 en el
andlisis original; n=131). Los resultados sugieren una huella de HLA significativamente mas débil en México
comparada con la de Canad&/EUA. Panel C. Diferencia en el porcentaje de personas expresando al alelo HLA
selector y que albergan la variante de VIH adaptada en México vs. Canada/EUA; los valores negativos indican
que la variante es menos frecuente entre los individuos que expresan el alelo HLA selector en México. Panel D.
Diferencia en el porcentaje de las personas que no expresan el HLA selector y que albergan la variante de VIH
adaptada en México vs Canada/EUA, los valores negativos indican que la variante es mas frecuente entre los
individuos que no expresan el alelo HLA selector en Canada/EUA. La linea horizontal en la caja denota la
mediana, los ejes de la caja denotan el 25y 74%, los bigotes denotan el 10 y 90%, los datos fuera de los bigotes
fueron marcados. El valor de p es derivado de la prueba pareada de Wilcoxon aplicada a la frecuencia de las
variantes entre las cohortes.
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7.1.6. Explorando las razones por las que la seleccidn

asociada a HLA sobre el VIH es débil en México
Dos posibilidades, que no necesariamente son mutualmente excluyentes, podrian

explicar la huella asociada a HLA en VIH mas escasa y mas débil en México. La
primera posibilidad es que la repuesta de CTLs restringida por alelos HLA en un codon
dado del VIH sea mas débil, y/o que el virus muestre una via de escape menos
predecible en México que en otras partes. Por lo tanto, para cada HAP compartido y
adaptado restringido por un alelo HLA observado en al menos 10 individuos en ambas
cohortes, se comparé la prevalencia de las personas que expresan el alelo HLA
selector con la hipétesis de que, si la seleccion mediada por HLA fuera débil o menos
predecible en México, la prevalencia de los polimorfismos en individuos que expresan
el alelo podria ser menor en México comparada con Canada/EUA. La segunda
posibilidad es que las secuencias de VIH circulantes en México albergan una carga
alta de las mutaciones adaptadas a HLA, esto reduce el poder de detectar el
enriguecimiento de estas variantes en personas que expresan el alelo HLA selector.
Por lo tanto, se compard la prevalencia de cada HAP compartido en personas que no
expresan el HLA selector con la hipotesis de que, si la adaptacion circulante es mas
alta en México, estos valores serian en general mas altos en México comparados con
los observados en Canada/EUA. Un ejemplo de esto es la asociacibn ampliamente
descrita B*51:01-RT 1135T. A pesar de que fue identificada en ambas cohortes, su
valor de OR de seleccion fue de 1.25 en México vs 2.4 en Canadd/EUA, con una
diferencia estadisticamente significativa (p=8.4x10", regresion logistica corregida
filogenéticamente). Cuando se determind la frecuencia de 1135T en RT en los
individuos que expresan o no el alelo B*51:01 en ambas cohortes se observé que
menos del 50% (68/143) de los B*51:01 que expresan el alelo en México albergan la
mutacion 135T comparado con dos terceras partes de los individuos que expresan el
alelo B*51:01 en Canada/EUA (105/144) (p<0.0001, exacta de Fisher). Esto sugiere
gue la asociacion entre B*51:01 e 1135T es mas débil en México porque los CTLs que
restringen a B*51 en esta poblacion no responden tan fuerte (no tienen una
presentacion de antigeno tan efectiva) o tan frecuentemente en el epitope TI8 (o que

el VIH no escapa de forma tan reproducible en la seleccion de T en la posicion 135 en
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respuesta a esta presion) comparado con las poblaciones del norte infectadas por VIH
subtipo B. Por otro lado, la prevalencia de RT-1135T en las personas que no expresan
B*51:01 es del 20% en ambas cohortes (282/1350 y 256/1330 para México y
Canada/EUA respectivamente; exacta de Fisher p=0.3), sugiriendo que la asociacion
mas débil entre los B*51:01 y RT-1135T en México no es atribuible a frecuencias mas

elevadas de VIH circulante que alberga esta mutacion.

Cuando se aplico este andlisis a todos los 61 HAPs adaptados que se comparten entre
las dos cohortes, se observo que, en general, la proporcion de individuos que expresan
el alelo HLA selector y que albergan la variante adaptada de VIH tuvo una mediana
2.9% menor en México en comparacion con Canadd/EUA (IQR 11.25-0.65%:
p=0.0020, prueba pareada de Wilcoxon), (Figura 27C), apoyando la seleccibn mas
débil mediada por HLA en México. Sin embargo, la distribucion de los datos fue amplia,
con ciertos HAPs observados mas frecuentemente en una cohorte en comparacion
con la otra. Por ejemplo, entre los HAPs que fueron observados mas frecuentemente
entre los individuos que expresan los alelos HLA selectores en Canada/EUA en
comparacion con México se encuentran las mutaciones de escape bien caracterizadas
restringidas por los alelos protectores, incluyendo Gag B*57:03-242N (con 45.5%
(5/11) de los individuos con el alelo B*57:03 en México seleccionando N en
comparacién con 75% (18/24) de los individuos con el alelo B*57:03 de Canad&/EUA),
Gag B*58:01-242N (60%,12/20 vs 86.5%, 44/51, para México y Canada/EUA
respectivamente), y B*51:01-RT 135T (ver arriba). En contraste, una minoria de los
HAPs fueron observados méas frecuentemente entre las personas que expresan el
alelo HLA selector en México, incluyendo Gag B*57:03-146P (observado en 81.8% vs.
54.8% de los individuos que expresan B*57:03 en México comparado con
Canada/EUA).

Por otra parte, las frecuencias de los HAPs entre los individuos que no expresan el
alelo HLA relevante no fueron significativamente diferentes entre las dos cohortes
(p=0.9, prueba pareada de Wilcoxon), aunque se observaron ejemplos de
polimorfismos especificos, restringidos por alelos HLA comunes en México, que

mostraron mayor frecuencia en personas que no expresan el alelo HLA selector en
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comparacion con Canada/EUA (ejemplo, Gag A*24:02-30R que tiene una frecuencia
circulante en México de 54% comparada con 33% en Canada/EUA; y A*31:01 — 403K:
con 58% en México vs. 37% en Canad&/EUA) (p<0.0001 para ambos HAPs exacta de
Fisher). Considerando todas estas observaciones, los resultados sugieren que, aun
cuando una preadaptacion del VIH a ciertos alelos HLA comunes en México puede
existir, la huella asociada a HLA méas escasa y mas débil en México puede ser en
general atribuible a la débil presién de los CTLs (y/o el escape poco reproducible) en
esta poblacion, comparada con Canada/EUA.

7.1.7. Excepciones: Huellas asociadas a HLA mas fuertes

en México que en Canada/EUA

A pesar de que los resultados revelan en general una huella asociada a HLA mas débil
en VIH en México que en Canada/EUA, existen algunas excepciones. Para identificar
estas diferencias, se tomaron los HAPs identificados en México que fueron restringidos
por los alelos HLA observados en un minimo de 10 individuos en Canada/EUA y
aplicando una regresion logistica corregida por filogenia, se compararon las fuerzas
de asociacion en las cohortes. De los 233 HAPs analizados (137 en Gag y 96 en PR-
RT), 45 HAPs (19.3%) mostraron una seleccion significativamente mas fuerte, medida
por altos INOR, en México comparado con Canada/EUA (Figura 28). Entre estos
estuvieron A*24:02-374G, A*02:06-386P, B*50:01-126S, B*08:01-398Q en Gag,
B*39:01-151 en PR, y C*04:01-324D en RT, sugiriendo que estos alelos HLA
desarrollan una respuesta y/o una presion inmune mas consistente en estos sitios de
VIH circulante en la poblacién mexicana comparada con Canada/EUA. Debe notarse
también que no se observaron ejemplos de HAPs mexicanos que tengan seleccion
opuesta con respecto a Canad&/EUA (es decir, donde la asociacion de un alelo HLA
con VIH en direccion adaptada en México represente una asociacion significativa con

direccion no-adaptada en Canada/EUA, o viceversa).
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Figura 28 Polimorfismos de VIH asociados a HLA que mostrarén mayor associacion en Mexico en
comparacion con Canada/EUA

Se tomaron todos los polimorfismos de VIH asociados a los alelos HLA (HAPs) identificados en México que
fueron restringidos por alelos HLA observados en al menos 10 individuos en Canad&/EUA, aplicando una
regresion logistica corregida por filogenia se compararon las fuerzas de asociacion entre las cohortes. Se
muestran los HAPs que mostraron mayor fuerza de seleccion asociada a HLA (p<0.05, g<0.2) de forma
significativa en Gag (A) y en PR-RT (B). La lista completa de comparaciones esté disponible en la jError! No
se encuentra el origen de la referencia.
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7.2. Efecto de la huella asociada a HLA sobre Ila

capacidad replicativa del VIH en México

Se sabe que la respuesta de los linfocitos T citotdxicos, restringida por los alelos HLA
de clase I, ejerce una presion inmune muy fuerte sobre el VIH que tiene como
consecuencia la seleccién de variantes virales que llevan mutaciones de escape a
dicha respuesta. Los polimorfismos asociados a HLA pueden tener un efecto sobre la
capacidad replicativa viral (CRV) y a su vez impactar en la progresion de la infeccidon
por VIH.

De manera interesante, aquellos HAPs asociados a los alelos protectores como
B*27/B*57 frecuentemente seleccionan mutaciones dentro de p24 que reducen la CRV

y favorecen la lenta progresion de la infeccién por VIH.

La cohorte mexicana, en su contexto inmunogenético caracterizado por un
enriguecimiento de genes de ancestria amerindia, demostro tener una escasa y débil
huella asociada a los alelos HLA. Es importante averiguar si la presencia de estas
mutaciones asociadas a los alelos HLA mas frecuentes en la poblacion mexicana
afectan la CRV.

7.2.1. Validacion de la generacion de virus recombinantes

Para verificar que los virus recombinantes generados reflejaran al virus original en
plasma, se secuenciaron 62 virus al azar (de los 646 virus totales generados, 9.6%) y
se construyd un arbol filogenético con estas secuencias (Figura 29). Todas las
secuencias provenientes del RNA del virus recombinante generado coincidieron con
la secuencia proveniente del RNA del virus a partir de plasma. La mediana de distancia
genética entre la secuencia a partir de plasma y la secuencia a partir del virus
recombinante fue de 0.0002 (IQR 0.0008 - 0.0041), con una mediana de 4 cambios
entre una secuencia y otra (sin tomar en cuenta las mezclas de nucleétidos),

resultando en un promedio de similaridad de 99% en cada par de secuencias.

Las secuencias provenientes de los virus recombinantes, en general, mostraron tener

menos mezclas en sus secuencias (mediana de 2, minimo 0 — maximo 24) con
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respecto a las secuencias provenientes de plasma (mediana 3, minimo 0 — maximo
103), sin que esto fuera significativamente diferente (p=0.1166, prueba pareada de
Wilcoxon). Estos resultados sugieren que los virus a los que se les midi6 la CRV

reflejan al virus proveniente del plasma de cada individuo.

7.2.2. Correlacion de la capacidad replicativa con

los marcadores de la infeccion por VIH

Como se sabe, la carga viral en plasma y la cuenta de los linfocitos T CD4+ han sido
los marcadores clinicos de eleccion para determinar el avance de la infeccion por VIH
(248). La mediana de CV (Log10CV, copias de RNA/ml) de los individuos en esta sub-
cohorte fue 4.69 (IQR,4.13-5.24) y la mediana de cuenta de linfocitos T CD4+ fue de
326.6 células/pl (IQR, 137-541.8). La CRV de los virus quiméricos generados
correlacion6 positivamente con la CV, (r=0.1921, p<0.0001; correlacién de Sperman)
y negativamente con la cuenta de los linfocitos T CD4+ (r=-0.1818, p<0.0001) (Figura
30). Estas correlaciones entre la CRV y los marcadores de la infeccion por VIH si bien
son débiles, sugieren que la CRV puede estar relacionada con la progresion de la
infeccion por VIH. Estos datos coinciden con los datos reportados de CRV de VIH en
subtipo By C (297, 300, 304, 367).
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Figura 29 Arbol filogenético para validar los virus recombinantes generados con las secuencias a partir
de plasma

Se muestra un arbol filogenético sin raiz construido con el modelo GRT (general time reverse) con ayuda del

programa FastTree de las 62 secuencias de gag a partir del RNA proveniente de plasma (negro) y a partir del
RNA proveniente de los virus recombinantes generados (rojo).
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Figura 30 Correlacion de la CRV de los virus recombinantes con los marcadores de la infeccion por VIH
Se muestra la relacion de los valores de capacidad replicativa viral de los virus recombinantes con los
marcadores de la progresion de la infeccion por VIH. A. Correlacion positiva entre la CRV y la CV (n=644). B.

Correlacion negativa entre la CRV y la cuenta de Linfocitos T CD4+ (n=607). Las correlaciones fueron
calculadas con la prueba de Spearman.

7.2.3. Relacion entre la capacidad replicativa y los alelos
HLA

Algunos estudios previos han encontrado una relacion entre algunos alelos HLA
protectores y valores bajos niveles de CRV (300, 367), por lo que, como siguiente
andlisis, se agruparon los valores de CRV de acuerdo con la expresion de los alelos
HLA de los individuos de los cuales provenian los virus quiméricos (alelos HLA
expresados en al menos 4 individuos) y se compararon los valores de CRV con los
individuos que no expresan el alelo HLA. Esta comparacion se realizé también con los
alelos HLA tipificados a 2 digitos para incrementar los tamafios de muestra por grupo
y aumentar el poder estadistico para detectar asociaciones con valores de CRV
(Figura 31A-C).

En general, los valores de CRV fueron significativamente diferentes entre el grupo de
los individuos que expresaban los alelos HLA-C (p=0.0418, prueba de Kruskall-Wallis),
pero no asi para los individuos que expresaban los alelos HLA-A y HLA-B (p=0.2440
y p=0.5599 respectivamente).

Los alelos asociados con valores bajos de CRV fueron principalmente alelos HLA-B y
HLA-C: B*39:03 (p=0.0489), B*40:08 (p=0.0404), B*44:02 (p=0.0097), C*15:02
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(p=0.027), C*05:01 (p=0.0036) y C*05 (0.0022). Mientras que los alelos HLA-A fueron
asociados con valores de CRV altos: A*68 (p=0.0083), A*68:02 (p=0.0136), A*25
(p=0.0127), A*25:01 (p=0.0127) (Figura 31).

Como se sabe, los alelos HLA B*27/B*57 son alelos ampliamente estudiados y
considerados como los alelos de proteccion candnicos, por su asociacion con una lenta
progresion de la infeccion por VIH (revisado en: (344)). Para evitar que estos alelos
con efectos significativos sobre la progresion de la infeccién pudieran enmascarar el
efecto de otros alelos con efecto mas débil en la poblacibn mexicana, se realizé el
mismo analisis de asociacion de los alelos HLA con los valores de CRV, pero
excluyendo a los individuos que expresaran algun alelo B*57 o B*27 (n=28). Con este
andlisis, se encontraron también a los alelos A*32:01 (p=0.0431), B*15:03 (p=0.0474)
asociados con valores bajos de CRV y al alelo A*68:03 (p=0.0262) asociado con
valores altos de CRV (Figura 31). Ninguno de los alelos permanece significativo al

aplicar la prueba de correcciéon por multiples comparaciones. (FDR, valor de q).
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Figura 31 Asociacion entre la CRV y los alelos HLA

Las graficas muestran la mediana de CRYV (linea roja vertical), el rango inter-cuartil (los ejes de las cajas) y los
percentiles 10-90 (los ejes de los bigotes) de la CRV de los individuos que expresan cada uno de los alelos
HLA-A, HLA-B y HLA-C (alelos HLA presentes en 24 individuos). Las cajas grises indican diferencia significativa
de los valores de CRV (p<0.05) entre los individuos que expresan el alelo HLA vs los que no expresan dicho
alelo (prueba de Mann-Whitney). Las cajas rayadas muestran a los alelos HLA que muestran diferencia
significativa de CRV cuando se excluyen a los individuos que expresan los alelos protectores B*57/B*27.
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7.2.4. Aminoacidos que afectan la CRV del VIH en México

Debido a que la presencia aminoacidos especificos en la secuencia de Gag puede
afectar la CRV, se realizé un analisis exploratorio donde se compararon las medianas
de CRV de los virus quiméricos que tuvieran en su secuencia viral un aminoacido en
particular vs. los virus quimeéricos que no tenian dicho aminoacido (prueba de Kruskall-
Wallis) para identificar cual aminoacido (presente en n=3 secuencias) pudiera estar

asociado con incrementar o disminuir la CRV.

De esta manera, se encontraron 63 aminoacidos en 45 posiciones diferentes dentro
de Gag que afectan la CRV (Figura 32) (p<0.05). Treinta y nueve aminoacidos
estuvieron asociados con valores mas altos de CRV cuando estaban presentes,
mientras que 24 aminoacidos estuvieron asociados con valores bajos de CRV cuando
estaban presentes. La distribucién de los aminoacidos que afectan la CRV a lo largo
de Gag cambi6 segun la proteina: 26 se encontraron dentro de p17, 16 dentro de p24;
3 en el péptido espaciador p2; 6 dentro de p7 y 12 dentro de p6. Solo 9 aminoacidos
continuaron siendo significativos después de correccion por multiples comparaciones
(g<0.2) todos ellos asociados con valores de CRV alta cuando estan presentes. Dentro
de estos se encuentran: 10G, 12D 82| dentro de p17; dentro de p24 los amino&cidos
con efectos significativo en la capacidad replicativa fueron: 186T, 218A, 218P, 219Q,

252H y el aminoacido 463F dentro de la proteina p6 (Figura 32)

7.2.5. Efecto de las mutaciones asociadas a HLA sobre la

CRV

Considerando que los alelos HLA son la fuerza de seleccion mas importante en la
evolucion del VIH, se tomaron los polimorfismos asociados a los alelos HLA en gag
(n=201, Figura 23) y se compararon los valores de CRV de las secuencias que tenian
dicho aminoéacido vs. los valores de CRV de las secuencias que tenian el aminoacido
consenso, para conocer si la presencia de alguno de estos aminoacidos tenia efecto
sobre la CRV.

De los 108 HAPs con direccién adaptada encontrados en la poblacién mexicana (ver

Figura 23), de forma muy interesante se encontraron 9 HAPs que afectaron la CRV
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de forma significativa. El 66% (6/9) de estos aminoacidos estuvieron asociados con

valores de CRYV altas con respecto al aminoacido consenso de México (Figura 33).

La distribucion de estas mutaciones en las diferentes proteinas de Gag fue: 4 dentro
de pl17 (3 aumentando la CRV y 1 disminuyéndola); 3 en p24 (2 aumentando la CRV
y 1 disminuyéndola); 1 aumentando la CRV dentro de p2 y 1 disminuyendo la CRV en

p7.

Figura 32 Aminoacidos en Gag que afectan la CRV

La figura muestra las comparaciones de los valores de CRV de las secuencias de Gag que tienen el aminoacido
(barras grises) y los que no tienen el aminoécido (barras magenta). La linea roja punteada denota la mediana
de CRYV general. Todas las posiciones tienen un valor de p<0.05 (prueba Kruskall-Wallis, con un minimo de 3
en cada grupo). Los asteriscos marcan solo aquellas posiciones con g<0.2. Los datos completos pueden
observarse en la Tabla S 8.
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Figura 33 Efecto de los HAPs sobre la capacidad replicativa viral

La figura muestra los polimorfismos asociados a HLA (HAPs) adaptados y su efecto sobre la CRV. Las cajas
naranjas muestran la dispersion de valores de CRV cuando el aminoacido esta presente. Las cajas negras
muestran la dispersion de valores de CRV cuando se tiene el amino&cido consenso. La linea horizontal dentro
de las cajas denota la mediana de CRYV, las cajas denotan el percentil 25y 75, los bigotes denotan el percentil
10y 90. El alelo mostrado abajo sobre cada par de aminoacidos es el alelo asociado al aminoacido con direccion
adaptada. Se muestra el valor de p (prueba de Man-Whitney) y el valor de q para la correccion de mdultiples
comparaciones.

8.Discusion

Si bien los polimorfismos asociados a HLA en VIH han sido estudiados en otras
poblaciones (9, 311, 312, 315, 328-330), este estudio es notable debido a que se
compara la huella asociada a HLA identificada en México, pais caracterizado por una
poblacién con una mezcla genética Unica que incluye componentes de ancestros no
solo amerindios y europeos, sino también africanos y del este de Asia (320, 321), con
la observada en individuos mayoritariamente caucéasicos de Estados Unidos y Canada
(311, 328-330, 368), permitiendo investigar el impacto de la inmunogenética
poblacional en la adaptacién del VIH en epidemias vecinas, dominadas por el VIH de
subtipo B. Se observo que las huellas seleccionadas por los alelos HLA sobre el VIH

en México incluyen todas las asociaciones bien conocidas como las restringidas por
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los alelos HLA de clase | “protectores” (Gag B*57:01-T242N, Gag B*27:05-
R264K/L268M (355-359) y RT B*51:01-1135T (359, 360)), asi como también nuevas
asociaciones restringidas por alelos HLA enriquecidos en las poblaciones mestizas
(B*39:02, B*35:12, B*35:14, A*02:06, A*68:03). Estos resultados fortalecen la gran
cantidad de evidencia que apoya tanto las vias de escape inmunoldgicas “universales”
como las especificas de cada region atribuibles a la composicion inmunogenética de

la poblacion hospedera (312, 315).

Una observacion que no se esperaba fue que la huella asociada a HLA en México
fuera en general mas escasa (se observo 61% menos HAPs en México comparado
con Canad&/EUA) y en promedio més débil (en términos de valores bajos de razon de
momios Yy altos valores de p) con respecto a la descrita en Canada/EUA. Mientras que
la alta diversidad de alelos HLA y del VIH en México reduce hasta cierto punto el poder
estadistico para identificar asociaciones, por la necesidad de corregir para un gran
namero de comparaciones HLA/VIH, ésta no es la Unica explicacion para nuestras
observaciones. Asimismo, se descartaron posibles problemas de tipificacion HLA para
la poblacion mexicana, altamente mezclada genéticamente, con analisis de
sensibilidad detallados (Figura S 1). Mas bien, la exploracion de los datos sugiere que
la escasa huella asociada a HLA del VIH en México no es consecuencia de una pre-
adaptacién generalizada del virus (319) a los alelos HLA de clase | (aunque algunas
excepciones individuales se hicieron notar), sino que podria explicarse por una
respuesta de CTLs restringida por HLA débil o poco consistente y/o por una baja
reproducibilidad del escape inmune de estas respuestas en la poblacién mexicana. Un
ejemplo de esto es la asociacion canonica B*5101-RT-1135T. A pesar de que las
frecuencias de HLA-B*51:01 son similares en las cohortes, la asociacion con el codon
RT 135 es significativamente mas débil en México en comparacién con Canadad/EUA.
La observacion de que RT-135T no es tan prevalente entre las personas que expresan
B*51:01 en México (47.6%) en comparacion con las que lo expresan en Canada/EUA
(72.4%) (nota: lo mismo es cierto cuando se consideran todas las variantes del codon
135 en RT, ejemplo: RT-1135X, el cual se encuentra en 72% de las personas que
expresan B*51:01 en México comparado con 94% de los que lo expresan en
Canada/EUA), pero que la frecuencia de RT-135T es comparable (~20%) en los
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individuos que no expresan B*51:01 en ambas cohortes, sugiere que esta huella de
B*51 es mas deébil en México y es debida a la débil presion inmunolégica mediada por
B*51:01 (y/o a un escape menos reproducible) en México comparado con Canada/EUA
y no debido a la acumulacién de esta variante en circulacién. Esta observaciéon
contrasta con Japon, donde una asociacion débil entre B*51:01 y RT-I135T a nivel
poblacional es atribuible a la acumulacion de esta variante en circulacion de tal manera

gue se ha convertido en el consenso (281, 312).

Ademas, una gran fraccion de HAPs identificados en México constituyen asociaciones
“‘compartidas” con Canada/EUA. Por ejemplo, el 36.6% (131/358) de los HAPs
identificados en México fueron compartidos con Canad&/EUA (esto significa, que solo
el 63.4% fueron especificas de México) mientras que, de las 905 asociaciones
identificadas en Canada/EUA, 774 (85.5%) fueron exclusivamente de esta region y
solo 131 (14.5%) fueron compartidas con México. En otras palabras, las “huellas”
dejadas en el VIH por los alelos tipicamente “mexicanos” (es decir, mestizos) fueron
mucho menos de las esperadas dado el tamafio de la cohorte. Ademas, los valores
absolutos de -Logio de los valores de p, y de los LnOR de los HAPs Unicos en México
fueron significativamente mas débiles que los observados para HAPs compartidos con
Canadd/EUA. Finalmente, vale la pena mencionar, que esta huella asociada a HLA
mas fuerte en Canada/EUA comparada con México, no se relaciona a las bajas
frecuencias de alelos protectores canonicos en esta Ultima region. Para apoyar esto,
se mostraron analisis comparando la proporcién de individuos que expresan el HLA
selector y que albergan la variante de escapa de interés, los cuales son agnésticos de
la frecuencia de los HLA. Por ejemplo, Gag-242N fue observado en el 75% (18/24) de
los individuos que expresan B*57:03 en Canad&/EUA, pero solo en el 45.5% (5/11) de
los que lo expresan en México, sugiriendo una fuerza de seleccion mas débil en México
independientemente de la prevalencia de B*57:03. La unién de esta observacion
sugiere que a nivel poblacional las presiones de HLA en VIH, en particular aquéllas
atribuibles a los HLA enriquecidos entre mestizos, fueron inherentemente mas débiles

en México que en Canada/EUA.
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Antes de proponer posibles mecanismos subyacentes, es importante reconocer
algunas limitaciones y confusores potenciales del estudio. Primero, las distribuciones
de la cuenta de linfocitos T CD4+ sugiere un mayor avance de la infeccion en la cohorte
proveniente de Canada/EUA en comparacion con la cohorte de México; por lo tanto,
no se puede descartar un tiempo mayor para la acumulacién de las mutaciones de
escape dentro del hospedero (y asi incrementar la habilidad de detectarlas) en la
cohorte de Canada/EUA. Sin embargo, dado que la mayoria de los escapes ocurren
en el primer o segundo afo de la infeccion (369-372), éstos serian suficientemente
frecuentes y reproducibles para ser detectados a nivel poblacional tan tempranamente
como en los primeros 6 meses post-infeccién (373). Siendo que las dos cohortes de
estudio se encuentran dentro de la infeccién crénica, es poco probable que esto
explique por completo que las huellas asociadas a HLA en VIH sean mas deébiles en

México.

Segundo, el periodo de reclutamiento de la cohorte fue mas tardio para México (2000-
2014) comparado con Canad&/EUA (1996 — 2004), y la diversidad de las secuencias
de VIH fue mayor en México, aumentando la posibilidad de que la epidemia de México
pudiera ser mas “vieja” al tiempo de muestro que la de Canada/EUA (374), con la
consecuente observacion de un virus mas pre-adaptado a su poblacion hospedera
(281, 375, 376). De ser asi, esto podria reducir en general la habilidad de identificar
HAPs; sin embargo, no se encontré evidencia suficiente para apoyar una pre-
adaptacion generalizada del virus a todos los alelos HLA en México (aunque si se
observo pre-adaptacion del VIH a ciertos alelos HLA comunes (Figura 27D)). Ademas,
a pesar de que ambas epidemias son por el VIH subtipo B, no se puede descartar la
posibilidad de que las diferencias regionales en el esqueleto viral puedan influenciar
las vias de adaptacion. Sin embargo, la entremezcla filogenética de las secuencias de
VIH estudiada y la observacion de que los consensos de las cohortes difieren en solo
7/934 (0.75%) de los codones, argumentan en contra de este factor como un confusor
importante. También es importante notar que, cuando se designa un HAP particular
como “compartido” vs. “Unico” en una cohorte dada, se refiere a un HAP identificado a
g<0.2 en ambos vs. solo en una cohorte respectivamente. Los HAPs “Unicos” a una

cohorte pueden permanecer presentes en la otra cohorte debajo del umbral de
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significancia. Finalmente, no se midieron las respuestas inmunes asociadas a los
alelos HLA directamente en este estudio; mas bien, se usaron las huellas asociadas a
HLA para hacer inferencias con respecto a la fuerza y reproducibilidad de la respuesta
inmune celular antiviral restringida por los alelos HLA en una poblacion hospedera
(277).

Considerando todo lo anterior, se proponen algunas hipoétesis para explicar por qué la
presion mediada por HLA en VIH puede ser mas débil en México. Primero, es posible
gue los epitopes blanco de CTLs restringidos por HLA especificos y/o las jerarquias
de inmunodominancia, no sean tan consistentes en México como en otras poblaciones.
Diferencias inmunogenéticas en el hospedero en genes que codifican para proteinas
que interactian con la molécula HLA - en particular el repertorio de receptores de
células T- podrian también explicar un reconocimiento y/o escape diferencial dentro de
un epitope de CTLs restringido por HLA en diferentes poblaciones humanas (312). De
hecho, la observacion de seleccion diferencial substancial de polimorfismos en el VIH
por alelos HLA presentes en ambas cohortes (Figura 27 y Figura 28) apoya la
posibilidad de que factores del hospedero diferentes al HLA pudieran mediar esas
diferencias. Marcadas diferencias en la distribucion de los subtipos de alelos HLA (por
ejemplo, la vasta diversidad de los subtipos de HLA-B*35 en México comparado con
Canada/EUA) podria también jugar un papel, ya que HLA relacionados cercanamente
con motivos de unién de péptido similares o idénticos, podrian sin embargo tener
epitopes blanco a diferentes frecuencias, con diferente avidez funcional y generar vias
de escape diferenciales (312, 351). La posibilidad de las diferencias locus-especificas
de los HLA son también interesantes. Consistente con una influencia dominante de los
alelos HLA-B en mediar la respuesta inmune anti-VIH (377), >50% de los HAPs
identificados en México y en Canada/EUA fueron restringidos por alelos HLA-B; sin
embargo, mientas que en promedio 12 HAPs fueron identificados por cada alelo HLA-
B en Canada/EUA, solo 2.8 HAPs fueron identificados por cada alelo HLA-B en
México. En contraste, el nimero promedio de HAPs por cada alelo HLA-A y HLA-C fue
solo dos veces mas bajo en México comparado con Canada/EUA (por ejemplo, 5y 3.4
por cada HLA-A y HLA-C en México comparado con 11 y 7.8 en Canada/EUA,
respectivamente), planteando la posibilidad de que cada alelo HLA-B individual no

117



puede restringir respuestas inmunes anti-VIH tan amplias y potentes en México como

en otros lugares.

Otro dato interesante, es la observacion de una correlacion positiva y relativamente
fuerte entre la frecuencias HLA y el numero de HAPs adaptados en Canada/EUA (rho
de Spearman = 0.4098 y p=0.003 para Gag; rho de Spearman=0.3358 y p=0.0062
para PR-RT), pero no asi en México (p=0.0954 and rho de Spearman=0.3358 para
Gag y p=0.0539 y rho de Spearman=0.2898 para PR-RT) (datos no mostrados).
Algunos ejemplos notables incluyen a B*35:01 (que restringe 3 asociaciones
adaptadas en México y 12 en Canada/EUA a pesar de estar presente en frecuencias
comparables) y el alelo A*02:01 (que restringe 2 asociaciones adaptadas en México y
8 en Canada/EUA a pesar de estar presente en frecuencias alélicas comparables entre
las cohortes). Presiones de seleccion convergentes por diferentes alelos HLA en un
mismo coddn de VIH puede también jugar un papel importante: por ejemplo, el codon
RT 135 que alberga HAPs con direcciones diametralmente opuestas, restringidos por
alelos HLA diferentes (B*51:01-135T y B*15:03-135I), es intrigante que este ultimo
HAP se encuentra entre los pocos que son significativamente mas fuerte en México
gue en Canada/EUA, lo cual podria influir en la fuerza de la asociacion B*51:01-135T

en México.

Un aspecto sumamente importante ademas de caracterizar la huella asociada a alelos
HLA sobre el VIH en México, fue conocer si estos polimorfismos estan afectando la
funcionalidad del virus para replicar y afectar con esto la progresion de la infeccion por
VIH en México.

De manera muy interesante, al comparar la CRV de los alelos HLA, en general no se
observé que los alelos HLA-B tuvieran una diferencia significativa de CRV como se ha
demostrado previamente en otras cohortes (300, 304). Este resultado fue inesperado,
debido a que se ha demostrado que los alelos HLA-B han sido los que muestran un
mayor efecto sobre el control del VIH al seleccionar respuestas especificas en Gag
(378-381). Este resultado contintia siendo cierto, aun cuando se reduce el numero de

grupos a comparar realizando el analisis solo con los alelos a 2 digitos (datos no
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mostrados), sugiriendo que este resultado no es debido a un efecto estadistico del

namero de comparaciones por la alta diversidad de alelos HLA-B presente en México.

Una hipétesis para explicar este resultado es que la cohorte estudiada se encuentra
en un estado avanzado de la infeccion por VIH (mediana de CD4+ de 336.6 células/ul).
Esto pude estar disminuyendo la capacidad de encontrar un efecto de los alelos HLA
sobre la CRV, ya que sabe que los efectos mostrados por los alelos HLA-B sobre la
funcionalidad del VIH, son mas fuertes en las etapas tempranas de la infeccion y estos
se pierden al progresar, siendo mas dificiles de detectar en las etapas cronicas (304).
De los individuos incluidos en el estudio no se conoce la fecha probable de infeccion

para poder estimar el tiempo que llevan en la etapa cronica.

Otro resultado interesante que apoya la hipo6tesis anterior es que ninguno de los alelos
HLA protectores como B*57:01, B*57:03 o B*27:05 presentes en la cohorte mostraron
una relacion significativa con la CRV. Todos ellos se encuentran disminuyendo la CRV,
pero ninguno alcanza el umbral de significancia (p<0.05). Es muy probable, que las
mutaciones asociadas a los alelos HLA protectores, implicadas en una disminucion de
la funcionalidad del virus aparezcan principalmente en etapas tempranas de la
infeccion (277, 284-286) y luego sean compensadas con mutaciones que
reestablezcan la capacidad para replicar del VIH. Este hecho dificulta entonces, la
deteccién del efecto que los alelos protectores pudieran tener sobre la CRV a nivel

poblacional.

Sin embargo, cabe mencionar, que el alelo A*68:03, considerado como un alelo
amerindio, mostré tener una asociacion con valores altos de la CRV. Esto es
interesante, debido a que este alelo es muy comun en México (expresado en alrededor
del 10% de los individuos mexicanos) y porque se ha considerado como un alelo de
riesgo en la poblacion mexicana debido a su asociacion con los marcadores clinicos
de la infeccién por VIH como lo son: alta CV, baja cuenta de linfocitos T CD4+, bajo %
de linfocitos T CD4+, y valores negativos de z-score (relacion de la cuenta de linfocitos
T CD4+ y la carga viral) (382, 383). Debido a que es un alelo que previamente no se
ha descrito, se requieren mas estudios para conocer el mecanismo por el cual este

alelo se asocia como un alelo de riesgo en la poblacién mexicana.
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En un andlisis exploratorio de los codones de gag, se encontraron 63 alelos asociados
con efecto sobre la CRV, el 61% (39/63) fueron asociados con valores altos de CRV
mientras que el resto estuvo asociado con valores bajos. Como se esperaba, soélo el
25% (16/63) de los aminoacidos se encontraron dentro de p24. Este resultado apoya
la hipotesis en la que p24 es una proteina muy conservada para el VIH, sin embargo,
solo 7/16 fueron aminoacidos asociados con la disminucién de la CRV y 4 de ellos son
aminoacidos que forman parte del consenso en las secuencias de la poblacion

mexicana.

Fue muy interesante encontrar un bajo impacto de los HAPs sobre la CRV. De los 108
HAPs con direccion adaptada encontrados en la cohorte de México, solo el 8% (9/108)
se asociaron con efectos sobre la CRV de forma significativa (p<0.05 y g<0.2). Este
resultado puede apoyar la hipétesis de la débil y escasa huella del HLA sobre el VIH,
debido a que se encontraron muy pocos HAPs en México y la presencia de estos
polimorfismos en la secuencia viral circulante, aparentemente no causan defectos

sobre la funcionalidad del VIH.

Cabe mencionar que se requieren estudios mas profundos para ciertos alelos y sus
HAPs asociados que parecen tener cierto efecto sobre la funcionalidad del virus como
lo son los alelos B*40:02, B*14:01 y C*03:04 y asi conocer el mecanismo por el cual
causan un efecto sobre la CRV. El alelo B*40:02 que es el tercer alelo HLA-B mas
frecuente en la cohorte mexicana y que esta asociado al HAP S67A, mostré estar
asociado con la disminucion de la CRV, este resultado coincide con lo previamente
descrito en una cohorte de individuos infectados con VIH subtipo B (304).

Otro alelo de interés es el alelo C*03:04, que es el tercer alelo HLA-C mas frecuente
de la poblacibn mexicana y que su HAP asociado 134L se encontré asociado con
valores altos de CRV. Esta posicion esta implicada en la union de la MA con el PIP2 y
la presencia del residuo de leucina puede estar favoreciendo su funcion (384), sin

embargo, esto debe ser comprobado en estudios posteriores.

Finalmente, el alelo B*14:01 que, si bien no es un alelo muy frecuente en la poblacion
mexicana esta asociada al HAP K302R, que se encuentra dentro de la proteina p24.

Se sabe que este sitio se encuentra dentro de la region conocida como: region principal
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de homologia (o0 MHR por sus siglas en inglés), region involucrada en la interaccion de
los mondémeros de CA-CA en el ensamble de la particula viral. Por lo que el HAP
K302R, pudiera estar asociada a la disminucion de la CRV causando defectos en
etapas tempranas del ciclo de la replicacion viral (385-387) .

Estos resultados seran de gran importancia debido a que, aunque se demostro que en
general la huella de HLA sobre el VIH en México es débil y escasa, se sugiere que
algunos polimorfismos asociados a los alelos HLA frecuentes en la poblacion mexicana
podrian tener un efecto sobre la funcionalidad del virus y pueden impactar en la
progresion de la infeccion por VIH. Es necesario, estudiar estas mutaciones unicas y
los epitopes potenciales para identificar el mecanismo por el que se ve afectada la
CRV.

En general, estas observaciones resaltan la necesitad de evaluaciones detalladas de
las respuestas de CTLs restringidas por los alelos HLA, posiblemente complementado
con la caracterizacion de la diversidad genética y funcional de los receptores de células
T en la poblacion mestiza mexicana para la seleccion de los epitopes de VIH
restringida por los alelos HLA. La observacién de este trabajo, también soporta la
extension del analisis a otras proteinas inmunogenéticas de VIH como Nef, la cual ha
mostrado tener una alta densidad de HAPs en otras poblaciones (9, 277, 312, 330).

9.Conclusiones y perspectivas

Los estudios comparativos de la huella asociada a HLA en diferentes poblaciones son
relevantes para el disefio de vacunas contra el VIH debido a que dan luz acerca del
grado en el cual las regiones virales inmunogénicas — y las vias de escape - son
universales vs. especificas de cada poblacion. Combinada con informacion sobre la
conservacion de las secuencias, costos en CRV y mecanismos de escape, la
informacion sobre la huella asociada a HLA en el VIH puede usarse para identificar
regiones virales inmunogénicas pero limitadas en cuanto a su variabilidad, asi como
sus variantes comunes en las secuencias virales circulantes, para su inclusion en
vacunas potenciales. En particular, la huella asociada a HLA puede guiar el

descubrimiento de nuevos epitopes y/o regiones inmunogénicas (388, 389), lo cual
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puede ser particularmente importante en poblaciones aun no estudiadas y con una
distribucion de alelos HLA unica. La huella asociada a HLA puede también ser util en
el contexto de vacunas terapéuticas para la erradicacion del reservorio viral (390) —
por ejemplo, analizando las secuencias del reservorio de VIH autélogo se puede
evaluar la carga de mutaciones de escape en el mismo. Nuestro estudio aporta a un
creciente cuerpo de evidencia que apoya que la huella asociada a HLA en el VIH tiene
un componente especifico para diferentes poblaciones, ademas de un componente
universal; incluso entre epidemias vecinas donde circula el mismo subtipo de VIH.
Mientas que la identificacion de regiones inmunogénicas compartidas en Gag y Pol
podria apoyar la idea de una vacuna contra el VIH subtipo B adaptada a la diversidad
de las secuencias virales en Norte América, la identificacion de nuevas vias de
adaptacion restringidas por alelos HLA tipicamente mestizos, y mas importantemente,
la inesperada observacion de una huella asociada a HLA en VIH significativamente
mas escasa Yy débil en México, plantea nuevas preguntas con respecto a la fuerzay a
la calidad de la inmunidad antiviral restringida por HLA en la poblacion mestiza
mexicana y sobre qué implicaciones pudiera esto tener para una respuesta inmune
inducida por una vacuna. Para contestar estas preguntas, se requiere una
caracterizacion detallada de las respuestas de CTLs restringidas por los alelos HLA en

esta poblacion uUnica.
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11. Material suplementario

Compartidas (n=125) ~ Unicas (n=136)

Figura S 1 Validacién de los resultados excluyendo los casos de HLA imputados/ambiguos

Se identificaron todos los casos donde existian ambigliedades de fase en la cohorte mexicana (n=255) o donde
los HLA tipificados fueron imputados debido a la falla de la amplificacion/secuencia (n=33) y se repitieron los
andlisis mas destacados. El nimero y localizacion de los HAPs fueron altamente consistentes (>80%) con los
reportados en el andlisis original. Discrepancias en el rango de ~20% eran esperadas dado el uso de la
correccién para multiples comparaciones (valores de q); a <0.2 se esperan ~20% de las asociaciones
identificadas sean falsos positivos (A). Los valores de p de los HAPs identificados en el original y en el andlisis
con la base de datos excluyendo los HLA imputados/ambiguos fue altamente concordante (Correlacion de
Spearman, r=0.825, p<0.0001)
(B). Resultados del reandlisis corrobora completamente nuestras observaciones originales de huella de HLA
mas escasa y mas débil en México comparado con Canada/EUA (C-H). De hecho, las asociaciones en el panel
F son mas fuerte que el reportado en el original.
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Tabla S 1 Frecuencia de las ambigiiedades de HLA-A, HLA-B y HLA-C a 4-digitos en la cohorte de México

HLA-A Frecuencia Porcentaje
A0201+A6801/A0222+A6808 60 65.22
A0201+A0301/A0224+A0317 29 31.52
A0201+A3101/A0220+A3102 1 1.09
A0201+A6601/A0235+A2603 1 1.09
A2603+A6801/A6601+A6805 1 1.09
Total 92 100
HLA-B

B3501+B3801/B3905+B5301 11 12.09
B1501+B3501/B1505+B3514 10 10.99
B3801+B7802/B3905+B5101 10 10.99
B1501+B5101/B1538+B5102 8 8.79
B3501+B3901/B3529+B3905 8 8.79
B3501+B5101/B3511+B5109/B3524+B5102/B5301+B7802 8 8.79
B3901+B3913/B3902+B3905 7 7.69
B1501+B4002/B1507+B4011 5 5.49
B1501+B4801/B1507+B4803 3 3.3
B3501+B3543/B3514+B3532 3 3.3
B1501+B3939/B1515+B3902 2 2.2
B3501+B4901/B5001+B5301 2 2.2
B3801+B5001/B3905+B4901 2 2.2
B3801+B7801/B3901+B5101/B3906+B5106 2 2.2
B0702+B1509/B0705+B1510 1 1.1
B1501+B3504/B1530+B3501 1 1.1
B1501+B3511/B1539+B3514 1 1.1
B1501+B3903/B1507+B3901 1 11
B1502+B5201/B1525+B5107 1 11
B1503+B3901/B1518+B3902 1 1.1
B3501+B5501/B3511+B5502 1 1.1
B3529+B3801/B3901+B5301 1 1.1
B3901+B7802/B3905+B7801 1 11
B5101+B5317/B5201+B5301 1 11
Total 91 100
HLA-C

C0303+C0702/C0304+C0756 20 51.28
C0501+C1601/C0802+C1602 6 15.38
C0202+C0702/C0210+C0702 3 7.69
C0304+C1509/C0340+C1506 3 7.69
C0202+C0602/C0210+C0602 2 5.13
C0102+C0210/C0102+C0202 1 2.56
C0202+C0303/C0210+C0303 1 2.56
C0202+C0401/C0210+C0401 1 2.56
C0202+C0501/C0210+C0501 1 2.56
C0501+C1203/C0802+C1204 1 2.56
Total 39 100
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Tabla S 2 Diferencias de Entropia para los codones de Gag entre

Codon de
Gag

México y Canada/EUA
Entropia en Entropia en AEntropia

México Canada/EUA

0.0310 0.0000 0.0310
0.0370 0.0000 0.0370
0.0260 0.0000 0.0260
0.0210 0.0000 0.0210
0.0390 0.0120 0.0270
0.0060 0.0000 0.0060
0.4180 0.3650 0.0530
0.0940 0.0490 0.0440
0.0520 0.0570 -0.0050
0.2350 0.2250 0.0100
0.0670 0.0580 0.0090
1.1230 1.0740 0.0480
0.0000 0.0000 0.0000
0.0150 0.0180 -0.0030
1.0850 0.8940 0.1920
0.0590 0.0280 0.0310
0.0110 0.0230 -0.0120
0.3750 0.2850 0.0900
0.0250 0.0000 0.0250
0.0960 0.0940 0.0010
0.0120 0.0000 0.0120
0.0220 0.0070 0.0150
0.0450 0.0120 0.0330
0.0170 0.0580 -0.0410
0.1370 0.0230 0.1140
0.4070 0.4220 -0.0150
0.0100 0.0000 0.0100
0.6940 1.0060 -0.3120
0.0000 0.0000 0.0000
0.9210 1.0140 -0.0930
0.0350 0.0240 0.0110
0.0120 0.0000 0.0120
0.0060 0.0000 0.0060
0.6560 0.5270 0.1300
0.1700 0.0950 0.0750
0.0000 0.0000 0.0000
0.0110 0.0060 0.0050
0.0160 0.0570 -0.0410
0.0300 0.0370 -0.0070
0.0000 0.0070 -0.0070
0.0120 0.0070 0.0050

Valor de p

0.0230
0.0100
0.0330
0.0460
0.1100
0.4700
0.0700
0.0300
0.8300
0.7560
0.6730
0.1400
1.0000
0.7760
0.0000
0.0730
0.3700
0.0000
0.0400
0.9530
0.1730
0.1760
0.0260
0.0500
0.0000
0.7030
0.2200
0.0000
1.0000
0.0000
0.4830
0.2100
0.4730
0.0000
0.0000
1.0000
0.6030
0.0100
0.6530
0.1360
0.6900
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0.0390
0.0470
0.1130
0.0610
0.5830
0.0370
0.0550
0.2030
0.0060
0.0890
0.0060
0.1750
0.8530
0.8470
0.0000
0.0000
0.4410
0.2480
0.0380
0.5700
1.4210
0.1680
0.0880
0.2560
0.2330
0.6300
0.1810
0.7670
0.0450
0.0260
0.1240
0.0320
0.0680
0.4470
0.7520
0.0000
0.0980
0.5720
0.0060
0.2820
0.5390
0.1020
0.6900
0.0530
0.0620
0.0620

0.0120
0.0310
0.0340
0.0490
0.3920
0.0270
0.1140
0.1870
0.0070
0.0480
0.0000
0.0640
0.6760
0.8160
0.0000
0.0000
0.3510
0.1620
0.0300
0.2400
1.1070
0.0510
0.0890
0.1750
0.1380
0.6060
0.0990
0.4310
0.0250
0.0260
0.1190
0.0130
0.0390
0.2840
0.7210
0.0000
0.1090
0.6630
0.0000
0.2470
0.5890
0.0450
0.6920
0.0380
0.1210
0.0120

0.0270
0.0170
0.0790
0.0110
0.1900
0.0100
-0.0600
0.0150
-0.0010
0.0410
0.0060
0.1100
0.1770
0.0300
0.0000
0.0000
0.0900
0.0870
0.0080
0.3300
0.3140
0.1170
-0.0010
0.0810
0.0950
0.0240
0.0830
0.3360
0.0210
0.0010
0.0060
0.0190
0.0290
0.1630
0.0310
0.0000
-0.0100
-0.0910
0.0060
0.0350
-0.0510
0.0570
-0.0020
0.0140
-0.0590
0.0500

0.0800
0.3660
0.0000
0.5400
0.0000
0.5430
0.0130
0.6060
0.7500
0.0760
0.4930
0.0000
0.0000
0.5360
1.0000
1.0000
0.0060
0.0060
0.5960
0.0000
0.0000
0.0000
0.9400
0.0100
0.0000
0.3830
0.0030
0.0000
0.2700
0.9630
0.8200
0.1630
0.1600
0.0000
0.1160
1.0000
0.6760
0.0000
0.4630
0.2830
0.0300
0.0100
0.8360
0.4400
0.0160
0.0030



0.0170
0.0550
0.3670
1.2750
0.2330
0.9120
0.6080
0.8330
0.0110
0.0110
0.0990
0.0330
0.0060
0.0770
0.4980
0.4520
0.4690
0.0630
0.0530
0.0350
0.0730
0.2200
0.4050
0.6760
0.2470
0.6640
0.6070
0.6700
0.1970
0.6770
0.4180
0.4210
0.1510
0.8850
0.6080
0.5120
0.8810
1.0070
0.9360
0.6290
0.3880
0.0250
0.2720
0.0000
0.2120
0.0000

0.0000
0.0280
0.3160
1.2190
0.0810
0.8490
0.5380
0.5640
0.0000
0.0000
0.0880
0.0260
0.0000
0.0500
0.5700
0.2500
0.3010
0.0440
0.0230
0.0070
0.0630
0.1830
0.2400
0.4060
0.1240
0.3550
0.4680
0.4160
0.0670
0.2500
0.2330
0.2390
0.1680
0.7080
0.5580
0.4060
0.7000
0.8290
0.7660
0.5480
0.2430
0.0000
0.1600
0.0000
0.1670
0.0000

0.0170
0.0280
0.0510
0.0560
0.1520
0.0630
0.0700
0.2690
0.0110
0.0110
0.0110
0.0070
0.0060
0.0270
-0.0720
0.2020
0.1680
0.0190
0.0300
0.0280
0.0090
0.0370
0.1650
0.2690
0.1230
0.3080
0.1380
0.2540
0.1300
0.4270
0.1850
0.1820
-0.0170
0.1770
0.0490
0.1070
0.1820
0.1780
0.1700
0.0820
0.1440
0.0250
0.1120
0.0000
0.0450
0.0000

0.0800
0.1460
0.2260
0.1200
0.0000
0.0900
0.0000
0.0000
0.1900
0.1960
0.6760
0.6200
0.5360
0.2060
0.0160
0.0000
0.0000
0.3730
0.0700
0.0760
0.6700
0.3360
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.6060
0.0000
0.3160
0.0300
0.0000
0.0030
0.0030
0.0930
0.0000
0.0500
0.0000
1.0000
0.0500
1.0000
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134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

0.0520
0.0210
0.0580
0.0220
1.0860
0.0000
0.0000
0.0510
0.0620
0.0770
0.0270
0.0000
0.8640
0.6690
0.1460
0.0110
0.0060
0.0060
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.5670
0.0000
0.0150
0.0290
0.0860
0.0000
0.0630
0.0000
0.0060
0.1000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.9340
0.0000
0.0000
0.1480
0.0310
0.0000
0.0160

0.0260
0.0140
0.0660
0.0000
0.8280
0.0000
0.0000
0.0250
0.0490
0.0700
0.0470
0.0070
0.6670
0.6120
0.2310
0.0170
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.5460
0.0000
0.0320
0.0210
0.0950
0.0000
0.0560
0.0000
0.0000
0.0350
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.7060
0.0000
0.0000
0.1640
0.0210
0.0000
0.0060

0.0260
0.0080
-0.0080
0.0220
0.2580
0.0000
0.0000
0.0260
0.0120
0.0070
-0.0200
-0.0070
0.1970
0.0570
-0.0850
-0.0060
-0.0010
0.0060
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0220
0.0000
-0.0160
0.0080
-0.0100
0.0000
0.0070
0.0000
0.0060
0.0650
-0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.2270
0.0000
0.0000
-0.0160
0.0100
0.0000
0.0100

0.1030
0.5860
0.6760
0.0660
0.0000
1.0000
1.0000
0.1060
0.6360
0.7730
0.1530
0.1230
0.0000
0.0530
0.0000
0.5430
0.6930
0.5030
0.5000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.5360
0.2130
1.0000
0.1860
0.5630
0.6830
1.0000
0.7160
1.0000
0.4830
0.0030
0.1300
1.0000
1.0000
1.0000
0.0000
1.0000
1.0000
0.5030
0.5130
1.0000
0.3800



180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

0.0000
0.0000
0.1130
0.0000
0.0490
0.0060
0.0950
0.0000
0.0000
0.0000
0.0570
0.0380
0.0000
0.0060
0.0170
0.0480
0.0670
0.0610
0.0170
0.0170
0.1430
0.0360
0.0110
0.2080
0.0760
0.0000
0.0110
0.1550
0.0060
0.0000
0.0280
0.2170
0.0300
0.0300
0.0300
0.8430
0.0480
0.0580
0.6660
0.7770
0.0640
0.0680
0.0490
0.9630
0.1150
0.0700

0.0000
0.0060
0.1510
0.0000
0.0170
0.0000
0.0540
0.0000
0.0000
0.0060
0.0300
0.0340
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0880
0.0000
0.0000
0.1230
0.0510
0.0000
0.0060
0.0530
0.0000
0.0000
0.0160
0.1970
0.0000
0.0000
0.0000
0.5350
0.0060
0.0000
0.3590
0.5870
0.0000
0.0000
0.0000
0.8650
0.0480
0.0060

0.0000
-0.0060
-0.0390
0.0000
0.0330
0.0060
0.0410
0.0000
0.0000
-0.0060
0.0270
0.0040
0.0000
0.0060
0.0170
0.0480
0.0670
0.0610
0.0170
0.0110
0.0550
0.0360
0.0110
0.0850
0.0250
0.0000
0.0050
0.1020
0.0060
0.0000
0.0110
0.0200
0.0300
0.0300
0.0300
0.3080
0.0410
0.0580
0.3070
0.1900
0.0640
0.0680
0.0490
0.0980
0.0680
0.0640

1.0000
0.0900
0.1730
1.0000
0.0560
0.5100
0.0830
1.0000
1.0000
0.1130
0.1660
0.7860
1.0000
0.4730
0.0700
0.0030
0.0000
0.0000
0.0860
0.3760
0.0260
0.0160
0.2060
0.0000
0.2500
1.0000
0.7360
0.0000
0.4730
1.0000
0.5130
0.4330
0.0130
0.0230
0.0230
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0060
0.0100
0.0030
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226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

0.0440
0.0470
0.7240
0.0210
0.3070
0.0260
0.0630
0.0150
0.0430
0.0320
0.0210
0.0210
0.0260
0.2200
0.0570
0.0520
0.2250
0.0480
0.0590
0.0160
0.0220
0.1280
0.9650
0.0000
0.0480
0.0000
1.2420
0.0700
0.0000
0.2150
0.3740
0.0600
0.0060
0.0060
0.3360
0.0000
0.0060
0.0060
0.1990
0.0000
0.0100
0.1930
0.4550
0.0000
0.0000
0.0160

0.0000
0.0000
0.5460
0.0000
0.1840
0.0000
0.0000
0.0000
0.0290
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0670
0.0000
0.0000
0.3260
0.0440
0.0180
0.0060
0.0000
0.0800
0.8310
0.0000
0.0210
0.0000
1.0390
0.0170
0.0000
0.1170
0.2130
0.0520
0.0060
0.0000
0.2890
0.0220
0.0000
0.0060
0.3080
0.0000
0.0130
0.1100
0.5260
0.0000
0.0000
0.0230

0.0440
0.0470
0.1770
0.0210
0.1220
0.0260
0.0630
0.0150
0.0130
0.0320
0.0210
0.0210
0.0260
0.1530
0.0570
0.0520
-0.1020
0.0040
0.0410
0.0100
0.0220
0.0480
0.1340
0.0000
0.0270
0.0000
0.2030
0.0530
0.0000
0.0980
0.1610
0.0080
-0.0010
0.0060
0.0470
-0.0220
0.0060
-0.0010
-0.1090
0.0000
-0.0020
0.0830
-0.0710
0.0000
0.0000
-0.0070

0.0000
0.0030
0.0000
0.0530
0.0000
0.0160
0.0000
0.1160
0.4200
0.0100
0.0460
0.0600
0.0360
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.8200
0.0430
0.4260
0.0730
0.0360
0.0000
1.0000
0.0960
1.0000
0.0000
0.0060
1.0000
0.0000
0.0000
0.6860
0.7100
0.4630
0.0800
0.0330
0.4760
0.7230
0.0000
1.0000
0.8130
0.0000
0.0160
1.0000
1.0000
0.5460



272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317

0.0060
0.0510
0.0000
0.0310
0.0000
0.0000
0.0310
0.0060
1.0330
0.1030
0.0000
0.0120
0.0350
0.0110
0.6900
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0820
0.0000
0.0000
0.0350
0.0060
0.0190
0.0160
0.0060
0.0000
0.0150
0.1650
0.2020
0.0120
0.0000
0.0060
0.0060
0.0110
0.0600
0.3500
0.0550
0.6930
0.0060
0.0060
0.3070
0.0000
0.0000

0.0000
0.0590
0.0000
0.0440
0.0000
0.0000
0.0140
0.0000
0.8290
0.0280
0.0000
0.0000
0.0170
0.0000
0.5970
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0580
0.0000
0.0060
0.0120
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1120
0.1570
0.0000
0.0000
0.0130
0.0000
0.0000
0.0500
0.3460
0.0380
0.5950
0.0000
0.0000
0.0750
0.0000
0.0000

0.0060
-0.0070
0.0000
-0.0130
0.0000
0.0000
0.0170
0.0060
0.2040
0.0760
0.0000
0.0120
0.0190
0.0110
0.0930
-0.0060
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0240
0.0000
-0.0060
0.0220
0.0060
0.0190
0.0160
0.0060
0.0000
0.0150
0.0530
0.0450
0.0120
0.0000
-0.0070
0.0060
0.0110
0.0100
0.0040
0.0170
0.0980
0.0060
0.0060
0.2330
0.0000
0.0000

0.5230
0.6960
1.0000
0.3830
1.0000
1.0000
0.2100
0.5230
0.0000
0.0030
1.0000
0.1960
0.2330
0.2360
0.0000
0.1430
1.0000
1.0000
0.4800
1.0000
0.2330
1.0000
0.1330
0.1260
0.4560
0.0730
0.1230
0.5500
1.0000
0.1130
0.0130
0.1260
0.1900
1.0000
0.4400
0.4560
0.1800
0.6360
0.8830
0.4360
0.0000
0.4630
0.4660
0.0000
1.0000
1.0000
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318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
3¢
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363

0.0000
0.1450
0.0110
0.0000
0.0160
0.0950
0.0120
0.0000
0.3360
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.1570
0.1390
0.0210
0.0000
0.1200
0.0250
0.0370
0.0000
0.0790
0.5720
0.0560
0.3740
0.0110
0.0000
0.0710
0.0000
0.0060
0.2680
0.0230
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.7790
0.0150
0.0000
0.0000
0.0550
0.2370
0.0150

0.0000
0.0250
0.0060
0.0000
0.0060
0.0460
0.0000
0.0000
0.4910
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.1340
0.1520
0.0060
0.0000
0.0570
0.0280
0.0180
0.0000
0.0440
0.5300
0.0440
0.1620
0.0000
0.0180
0.0580
0.0000
0.0000
0.1080
0.0120
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.6390
0.0000
0.0000
0.0000
0.0660
0.3690
0.0260

0.0000
0.1200
0.0050
0.0000
0.0100
0.0490
0.0120
0.0000
-0.1550
0.0060
0.0000
0.0000
-0.0060
0.0240
-0.0130
0.0140
0.0000
0.0630
-0.0030
0.0190
0.0000
0.0360
0.0420
0.0110
0.2120
0.0110
-0.0180
0.0130
0.0000
0.0060
0.1600
0.0110
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1390
0.0150
0.0000
0.0000
-0.0110
-0.1320
-0.0110

1.0000
0.0000
0.7060
1.0000
0.3760
0.0260
0.1900
1.0000
0.0000
0.5000
1.0000
1.0000
0.1160
0.3030
0.6700
0.2300
1.0000
0.0030
0.8760
0.1860
1.0000
0.1300
0.1630
0.6160
0.0000
0.2530
0.0400
0.4930
1.0000
0.4830
0.0000
0.3060
1.0000
1.0000
0.4600
1.0000
1.0000
1.0000
1.0000
0.0000
0.0800
1.0000
1.0000
0.6230
0.0000
0.3260



364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409

0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.1630
0.2180
1.0380
0.6770
1.0720
1.3400
1.4660
1.4560
0.6130
0.0660
0.1870
0.0120
0.8790
0.2770
0.1990
0.4460
0.8440
0.9610
0.4840
0.6520
0.6390
1.8380
0.7790
0.0270
0.0060
0.0110
0.0110
0.0060
0.0120
0.3580
1.0600
0.0120
0.0120
0.7490
0.0320
0.6900
0.1900
0.0060
0.2880
0.0290
0.0120
0.0130

0.0070
0.0070
0.0000
0.0000
0.1080
0.2040
0.8290
0.4570
0.8680
1.1210
1.1410
1.0950
0.5990
0.0800
0.2570
0.0000
0.8490
0.1100
0.1940
0.3760
0.6460
0.5900
0.3750
0.3280
0.3290
1.5600
0.4880
0.0120
0.0070
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.2650
0.5210
0.0000
0.0000
0.4160
0.0120
0.6990
0.1260
0.0060
0.2090
0.0070
0.0000
0.0200

-0.0070
-0.0010
0.0000
0.0000
0.0560
0.0140
0.2090
0.2200
0.2040
0.2190
0.3250
0.3610
0.0140
-0.0140
-0.0710
0.0120
0.0300
0.1660
0.0050
0.0700
0.1980
0.3710
0.1090
0.3240
0.3100
0.2780
0.2900
0.0150
-0.0010
0.0050
0.0110
0.0060
0.0120
0.0940
0.5390
0.0120
0.0120
0.3330
0.0200
-0.0090
0.0630
-0.0010
0.0790
0.0220
0.0120
-0.0070

0.1100
0.7100
1.0000
1.0000
0.0630
0.6700
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.6860
0.4660
0.0360
0.1900
0.3560
0.0000
0.8830
0.1200
0.0000
0.0000
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.2600
0.7000
0.6230
0.1900
0.4600
0.1800
0.0000
0.0000
0.1560
0.1930
0.0000
0.2230
0.4760
0.0260
0.7400
0.0000
0.0630
0.1800
0.5460

151

410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439
440
441
442
443
444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454
455

0.1980
0.4100
0.0130
0.0130
0.0130
0.0840
0.0060
0.0130
0.8880
0.0870
0.0180
0.0240
0.0560
0.1300
0.0480
0.2260
0.0260
1.1330
0.3990
0.3270
0.0360
0.0820
0.0120
0.0120
0.0120
0.0180
0.2800
0.3270
0.0180
0.1380
0.1160
1.1290
0.3900
0.1280
0.0390
0.0290
0.0230
0.0360
0.0170
0.3940
0.0450
0.6810
0.0470
0.4980
0.0460
0.0640

0.1090
0.4900
0.0130
0.0060
0.0000
0.0390
0.0000
0.0000
0.7170
0.0280
0.0000
0.0000
0.0190
0.0720
0.0300
0.2890
0.0000
0.6860
0.1690
0.0960
0.0000
0.0060
0.0060
0.0000
0.0000
0.0120
0.1470
0.1980
0.0330
0.1040
0.0840
0.6880
0.1490
0.1100
0.0240
0.0120
0.0000
0.0070
0.0000
0.3150
0.0000
0.5370
0.0290
0.3370
0.0330
0.0000

0.0890
-0.0800
0.0000
0.0060
0.0130
0.0450
0.0060
0.0130
0.1720
0.0590
0.0180
0.0240
0.0370
0.0590
0.0180
-0.0630
0.0260
0.4470
0.2300
0.2310
0.0360
0.0760
0.0050
0.0120
0.0120
0.0060
0.1330
0.1290
-0.0150
0.0340
0.0330
0.4410
0.2410
0.0180
0.0160
0.0170
0.0230
0.0290
0.0170
0.0790
0.0450
0.1440
0.0180
0.1610
0.0130
0.0640

0.0000
0.0000
1.0000
0.5600
0.1130
0.0300
0.2730
0.1160
0.0000
0.0000
0.0560
0.0300
0.0430
0.0200
0.2900
0.0360
0.0630
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.6400
0.1100
0.1100
0.6200
0.0000
0.0000
0.3500
0.1830
0.2930
0.0000
0.0000
0.5600
0.3800
0.2430
0.0460
0.0630
0.0560
0.0530
0.0000
0.0000
0.3330
0.0000
0.5260
0.0000



456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500

0.6070
0.0790
0.0720
0.0970
0.8210
0.1080
0.3570
0.4770
0.9010
0.4890
0.4450
0.4250
0.3900
0.9190
0.9460
0.7960
0.3660
1.0420
0.3300
0.4530
0.4900
0.7040
1.4530
1.7330
0.7320
0.9890
0.8070
1.1390
0.3950
0.1600
0.8230
1.0000
0.2790
0.0940
0.8410
0.1150
0.1210
0.1010
0.1150
0.4630
0.1700
0.3170
0.5580
0.3470
0.3380

0.4340
0.0000
0.0000
0.0000
0.4430
0.0060
0.1130
0.1600
0.3300
0.3380
0.3460
0.2630
0.2400
0.5940
0.7400
0.5870
0.1680
0.9350
0.1190
0.2520
0.1980
0.5450
1.3800
1.3250
0.3420
0.4850
0.5910
0.9200
0.1480
0.0000
0.3820
0.7580
0.0520
0.0000
0.6930
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.4500
0.0000
0.1300
0.3630
0.3780
0.1980

0.1730
0.0790
0.0720
0.0970
0.3780
0.1010
0.2450
0.3170
0.5700
0.1520
0.0990
0.1620
0.1500
0.3250
0.2060
0.2090
0.1980
0.1070
0.2110
0.2010
0.2920
0.1590
0.0730
0.4080
0.3900
0.5040
0.2160
0.2190
0.2470
0.1600
0.4410
0.2420
0.2270
0.0940
0.1480
0.1150
0.1210
0.1010
0.1150
0.0130
0.1700
0.1880
0.1960
-0.0310
0.1400

0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0260
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1630
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.7130
0.0000
0.0000
0.0000
0.4400
0.0000
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Tabla S 3 Diferencias de entropia para los codones de PR-RT entre

Codén en
PR-RT

AEntropia

0.0690
0.0840
0.2610
0.0710
0.0590
0.0520
0.0890
0.0390
0.0210
0.1170
0.0170
0.2570
0.1600
0.0380
-0.0540
0.0610
0.0110
-0.0260
0.1590
0.0460
0.0100
0.0060
0.0000
0.0050
0.0110
0.0050
0.0090
0.0000
-0.0040
0.0060
-0.0040
0.0010
-0.0460
-0.0150
-0.0630
-0.0500
-0.0460
0.0150
0.0830
0.0070

México y Canada/EUA
Entropia en Entropia en
México Canada/EUA
0.0690 0.0000
0.0840 0.0000
0.2610 0.0000
0.0810 0.0100
0.0590 0.0000
0.0520 0.0000
0.0890 0.0000
0.0390 0.0000
0.0210 0.0000
0.4330 0.3160
0.0440 0.0280
0.8020 0.5460
0.4920 0.3320
0.3880 0.3500
0.4280 0.4820
0.2250 0.1640
0.0420 0.0320
0.1060 0.1320
0.5830 0.4240
0.1920 0.1460
0.0160 0.0050
0.0110 0.0050
0.0170 0.0170
0.0100 0.0050
0.0220 0.0110
0.0110 0.0050
0.0140 0.0050
0.0050 0.0050
0.0050 0.0100
0.0160 0.0100
0.0050 0.0100
0.0110 0.0100
0.1420 0.1890
0.0050 0.0210
0.5860 0.6480
0.4660 0.5160
1.2950 1.3400
0.0260 0.0100
0.3350 0.2520
0.0170 0.0100
0.7140 0.5600

0.1530

Valor de p

0.0000
0.0000
0.0000
0.0030
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0200
0.0000
0.3230
0.0000
0.0000
0.2100
0.0360
0.0200
0.5160
0.3530
0.0000
0.0500
0.3200
0.5060
1.0000
0.6660
0.3260
0.5030
0.3900
1.0000
0.6260
0.4600
0.6100
0.7830
0.1030
0.1730
0.0060
0.1000
0.2860
0.2030
0.0300
0.5230
0.0000
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0.0110
0.1940
0.0050
0.1080
0.0470
0.0000
0.0050
0.0000
0.0110
0.0000
0.0060
0.0000
0.0160
0.0160
0.0000
0.5190
0.0640
0.0150
0.3280
0.2420
0.6630
1.5740
0.7560
0.2160
0.0110
0.2170
0.0590
0.2910
0.4400
0.7430
0.9730
0.0000
0.0430
0.0390
0.0000
0.6630
0.0000
0.0460
0.0050
0.0110
0.1380
0.0050
0.0000
0.0110
0.0000
0.0000

0.0150
0.0920
0.0100
0.0650
0.0590
0.0140
0.0140
0.0140
0.0140
0.0200
0.0140
0.0140
0.0200
0.0240
0.0180
0.3200
0.0600
0.0230
0.2600
0.1740
0.5680
1.4910
0.6030
0.1720
0.0240
0.1530
0.0370
0.2690
0.2230
0.4180
0.4320
0.0180
0.0390
0.0240
0.0180
0.5860
0.0240
0.0570
0.0180
0.0180
0.0860
0.0180
0.0280
0.0240
0.0220
0.0320

-0.0040
0.1020
-0.0040
0.0430
-0.0120
-0.0140
-0.0090
-0.0140
-0.0030
-0.0200
-0.0090
-0.0140
-0.0040
-0.0090
-0.0180
0.2000
0.0040
-0.0080
0.0680
0.0680
0.0950
0.0830
0.1530
0.0430
-0.0130
0.0630
0.0220
0.0210
0.2170
0.3250
0.5410
-0.0180
0.0040
0.0150
-0.0180
0.0770
-0.0240
-0.0110
-0.0130
-0.0070
0.0520
-0.0130
-0.0280
-0.0130
-0.0220
-0.0320

0.7530
0.0000
0.6960
0.0600
0.5330
0.0530
0.3730
0.0530
0.7700
0.0330
0.3900
0.0530
0.7560
0.5200
0.0360
0.0000
0.8730
0.5460
0.0060
0.0230
0.0000
0.1060
0.0000
0.1000
0.2930
0.0330
0.1800
0.5300
0.0000
0.0000
0.0000
0.0360
0.8030
0.3230
0.0360
0.0000
0.0130
0.6100
0.2060
0.5000
0.0260
0.1960
0.0060
0.2600
0.0060
0.0000



0.0310
0.0670
0.0670
0.0850
0.0450
0.7060
0.0000
0.0060
0.0110
0.0000
0.0050
0.0140
0.0000
0.0170
0.0050
0.0480
0.0110
0.1570
0.0260
0.0700
0.0150
0.0110
0.0880
0.0000
0.0060
0.0050
0.0000
0.0110
0.0050
0.0000
0.0000
0.3780
0.0680
0.0160
0.0060
0.0000
0.0110
0.0060
0.0920
0.0600
0.0180
0.0000
0.0160
0.1180
0.0210
0.0000

0.0370
0.0580
0.0550
0.0410
0.1690
0.6830
0.0780
0.0260
0.0260
0.0260
0.0260
0.0440
0.0290
0.0320
0.0250
0.0700
0.0350
0.2580
0.0570
0.0730
0.0380
0.0270
0.1350
0.0110
0.0180
0.0330
0.0160
0.0170
0.0170
0.0110
0.0110
0.2940
0.0540
0.0690
0.0270
0.0180
0.0180
0.0150
0.0440
0.0440
0.0260
0.0140
0.0400
0.1190
0.0140
0.0140

-0.0050
0.0100
0.0120
0.0440
-0.1240
0.0230
-0.0780
-0.0200
-0.0150
-0.0260
-0.0200
-0.0300
-0.0290
-0.0150
-0.0200
-0.0220
-0.0240
-0.1010
-0.0310
-0.0040
-0.0220
-0.0160
-0.0470
-0.0110
-0.0120
-0.0280
-0.0160
-0.0070
-0.0120
-0.0110
-0.0110
0.0840
0.0140
-0.0530
-0.0210
-0.0180
-0.0070
-0.0090
0.0480
0.0160
-0.0070
-0.0140
-0.0230
-0.0010
0.0070
-0.0140

0.7630
0.6530
0.4830
0.0160
0.0000
0.0600
0.0000
0.0400
0.2130
0.0060
0.0700
0.0330
0.0060
0.2730
0.0800
0.3330
0.0500
0.0000
0.0500
0.8330
0.1730
0.2130
0.0930
0.0760
0.1930
0.0460
0.0230
0.5630
0.1860
0.0530
0.0530
0.0030
0.4960
0.0030
0.0660
0.0330
0.5100
0.4330
0.0130
0.4130
0.6060
0.0760
0.1000
0.9700
0.5860
0.0730
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134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179

0.9080
0.0720
0.0240
0.0110
0.2020
0.1050
0.0610
0.0240
0.0640
0.0290
0.0000
0.0110
0.0200
0.1510
0.1490
0.0780
0.0160
0.0000
0.0760
0.0060
0.0150
0.0000
0.0000
0.0050
0.0110
0.5120
0.0050
0.0110
0.0050
0.1110
0.0110
0.0000
0.0420
0.2420
0.1540
0.0160
0.0050
0.0060
0.0050
0.0160
0.0290
0.0110
0.0100
0.0220
0.0940
0.0000

0.7120
0.0570
0.0150
0.0200
0.1320
0.0400
0.1220
0.0260
0.0540
0.0400
0.0210
0.0240
0.0140
0.1140
0.1620
0.0910
0.0140
0.0140
0.0540
0.0140
0.0200
0.0150
0.0140
0.0140
0.0140
0.3070
0.0100
0.0220
0.0100
0.1130
0.0100
0.0100
0.0580
0.1380
0.1330
0.0440
0.0200
0.0250
0.0140
0.0250
0.0310
0.0150
0.0140
0.0150
0.0200
0.0140

0.1960
0.0150
0.0090
-0.0090
0.0710
0.0650
-0.0600
-0.0020
0.0100
-0.0110
-0.0210
-0.0130
0.0050
0.0380
-0.0130
-0.0130
0.0010
-0.0140
0.0210
-0.0090
-0.0040
-0.0150
-0.0140
-0.0090
-0.0030
0.2050
-0.0050
-0.0110
-0.0050
-0.0020
0.0010
-0.0100
-0.0160
0.1050
0.0210
-0.0280
-0.0140
-0.0200
-0.0090
-0.0090
-0.0010
-0.0040
-0.0040
0.0070
0.0740
-0.0140

0.0000
0.4060
0.4500
0.4360
0.0130
0.0030
0.0130
0.8800
0.6430
0.5030
0.0160
0.2830
0.6230
0.1230
0.5830
0.5630
0.8260
0.0660
0.2460
0.3560
0.7660
0.0660
0.0660
0.3600
0.7660
0.0000
0.6630
0.3860
0.6660
0.9030
0.8560
0.1400
0.3700
0.0000
0.4600
0.1160
0.1600
0.0700
0.3700
0.4860
0.9160
0.7900
0.7530
0.5800
0.0000
0.0660



180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225

0.0000
0.0500
0.5090
0.0000
0.0050
0.2270
0.0370
0.0440
0.0000
0.1440
0.0000
0.0060
0.0160
0.0050
0.0160
0.0100
0.0000
0.3680
0.0000
0.0100
0.1430
0.4870
0.3250
0.2350
0.0560
0.0820
0.0000
0.0420
0.0060
0.0050
0.0110
0.0060
0.0050
0.0000
0.0060
0.0000
0.0100
0.1750
0.0160
0.0050
0.2110
1.0950
0.7800
0.0110
0.0110
0.0110

0.0200
0.0350
0.4440
0.0140
0.0140
0.0930
0.0250
0.0670
0.0140
0.0690
0.0140
0.0140
0.0180
0.0180
0.0180
0.0190
0.0190
0.2310
0.0190
0.0250
0.1320
0.2510
0.1380
0.1700
0.0400
0.1350
0.0690
0.0360
0.0330
0.0260
0.0260
0.0260
0.0260
0.0260
0.0260
0.0270
0.0310
0.1220
0.0330
0.0260
0.2770
0.7540
0.7770
0.0260
0.0270
0.0470

-0.0200
0.0150
0.0650
-0.0140
-0.0090
0.1340
0.0120
-0.0230
-0.0140
0.0750
-0.0140
-0.0090
-0.0030
-0.0130
-0.0030
-0.0080
-0.0190
0.1370
-0.0190
-0.0140
0.0110
0.2360
0.1870
0.0650
0.0160
-0.0530
-0.0690
0.0060
-0.0280
-0.0200
-0.0150
-0.0210
-0.0200
-0.0260
-0.0210
-0.0270
-0.0210
0.0530
-0.0170
-0.0210
-0.0660
0.3410
0.0040
-0.0150
-0.0160
-0.0360

0.0460
0.4200
0.0060
0.0660
0.3730
0.0000
0.4100
0.2360
0.0660
0.0030
0.0660
0.3730
0.8300
0.2060
0.8200
0.4860
0.0430
0.0000
0.0460
0.2860
0.6500
0.0000
0.0000
0.0160
0.4000
0.0200
0.0000
0.7300
0.0600
0.0730
0.2060
0.0900
0.0860
0.0260
0.0960
0.0230
0.1100
0.0330
0.2700
0.0930
0.0300
0.0000
0.9100
0.2400
0.2300
0.0160
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226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271

0.0100
0.0000
0.0000
0.0000
0.0060
0.0150
0.0050
0.0260
1.1400
0.0240
0.0050
0.0840
0.1480
0.0100
0.0000
0.5590
0.0110
0.0110
0.0220
0.0110
0.0110
0.0060
0.0100
0.0200
0.0290
0.0160
0.0140
0.0050
0.0110
0.0110
0.0100
0.0840
0.0140
0.0160
0.0160
0.9100
0.0410
0.0210
0.1310
0.1790
0.0310
0.0000
0.2710
0.0450
0.0660
0.0340

0.0380
0.0260
0.0260
0.0270
0.0260
0.0360
0.0230
0.0280
0.9960
0.0220
0.0220
0.1200
0.0630
0.0220
0.0810
0.3860
0.0750
0.0780
0.0340
0.0190
0.0290
0.0190
0.0300
0.0180
0.0190
0.0180
0.0180
0.0180
0.0180
0.0180
0.0180
0.1110
0.0480
0.0190
0.0180
0.9010
0.0290
0.0180
0.1780
0.2540
0.0230
0.0220
0.2520
0.0340
0.0590
0.0450

-0.0280
-0.0260
-0.0260
-0.0270
-0.0210
-0.0210
-0.0170
-0.0020
0.1450
0.0020
-0.0170
-0.0360
0.0850
-0.0120
-0.0810
0.1730
-0.0640
-0.0670
-0.0120
-0.0080
-0.0180
-0.0130
-0.0190
0.0020
0.0110
-0.0030
-0.0040
-0.0130
-0.0070
-0.0070
-0.0080
-0.0270
-0.0340
-0.0030
-0.0030
0.0090
0.0120
0.0030
-0.0470
-0.0750
0.0080
-0.0220
0.0190
0.0110
0.0070
-0.0110

0.0330
0.0260
0.0260
0.0230
0.0830
0.1730
0.1330
0.8930
0.0030
0.8960
0.1330
0.1000
0.0030
0.3260
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.4700
0.5300
0.1900
0.2300
0.1400
0.8600
0.4960
0.8430
0.7860
0.2230
0.5730
0.5360
0.5200
0.2400
0.0400
0.8260
0.8460
0.7900
0.5030
0.8360
0.0630
0.0160
0.6100
0.0300
0.5500
0.5430
0.7360
0.5130



272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312
313
314
315
316
317

0.4710
0.4920
0.0510
0.0560
0.7550
0.7590
0.5040
0.0520
0.0310
0.0110
0.0060
0.0380
0.0110
0.0160
0.0110
0.0050
0.0590
0.0250
0.0000
0.0210
0.0000
0.0490
0.0910
0.5440
0.3230
0.0050
0.0000
0.9490
0.0290
0.2440
0.0890
0.1360
0.0000
0.0140
0.9850
0.0100
0.0000
0.1010
1.1760
0.0050
0.0060
0.4340
0.1530
0.0110
0.0050
0.0060

0.3810
0.3260
0.0730
0.0740
0.5590
0.5390
0.3280
0.0750
0.0450
0.0100
0.0100
0.0650
0.0100
0.0100
0.0100
0.0300
0.0600
0.0290
0.0100
0.0100
0.0210
0.0210
0.0780
0.4390
0.1900
0.0100
0.0200
0.8600
0.0320
0.2470
0.0910
0.1780
0.0100
0.0100
0.7850
0.0400
0.0140
0.1350
1.1010
0.0180
0.0190
0.3560
0.2360
0.0220
0.0220
0.0330

0.0900
0.1660
-0.0220
-0.0170
0.1970
0.2200
0.1760
-0.0230
-0.0130
0.0010
-0.0050
-0.0270
0.0010
0.0060
0.0010
-0.0240
-0.0010
-0.0030
-0.0100
0.0110
-0.0210
0.0280
0.0130
0.1040
0.1330
-0.0050
-0.0200
0.0890
-0.0030
-0.0030
-0.0030
-0.0420
-0.0100
0.0040
0.2000
-0.0300
-0.0140
-0.0350
0.0750
-0.0130
-0.0130
0.0790
-0.0830
-0.0110
-0.0170
-0.0270

0.0330
0.0000
0.2830
0.4330
0.0000
0.0000
0.0000
0.2230
0.4060
0.8160
0.6760
0.1460
0.8360
0.4660
0.8430
0.0460
0.9600
0.7860
0.1330
0.3160
0.0260
0.1100
0.5830
0.0000
0.0000
0.6560
0.0200
0.0430
0.8360
0.9060
0.8960
0.1630
0.1060
0.7330
0.0000
0.0300
0.0700
0.2300
0.0530
0.2460
0.2430
0.0030
0.0060
0.3560
0.1360
0.0630

156

318
319
320
321
322
323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363

0.0320
0.0060
0.0200
0.0050
0.0000
0.0290
0.0200
0.0110
0.0110
0.0310
0.0110
0.0050
0.0060
0.0050
0.0000
0.0000
0.0000
0.0050
0.0320
0.0250
0.0000
0.0000
0.0200
0.0050
0.0360
0.0870
1.1930
0.0000
0.0110
0.1780
0.1140
0.1700
0.1090
0.0050
0.0200
0.0240
0.0000
0.0000
0.0600
0.0060
0.0110
0.0110
0.0140
0.0060
0.0000
0.0060

0.0650
0.0220
0.0320
0.0220
0.0220
0.0590
0.0330
0.0220
0.0370
0.0590
0.0220
0.0280
0.0340
0.0280
0.0320
0.0440
0.0500
0.0640
0.0290
0.0630
0.0400
0.0330
0.0650
0.0430
0.1180
0.1160
1.1480
0.0530
0.0580
0.3110
0.0940
0.2230
0.1660
0.0570
0.0510
0.0560
0.0290
0.0310
0.0450
0.0250
0.0250
0.0370
0.0310
0.0250
0.0250
0.0270

-0.0330
-0.0170
-0.0130
-0.0170
-0.0220
-0.0290
-0.0130
-0.0110
-0.0260
-0.0280
-0.0110
-0.0220
-0.0280
-0.0220
-0.0320
-0.0440
-0.0500
-0.0590
0.0030
-0.0370
-0.0400
-0.0330
-0.0450
-0.0370
-0.0820
-0.0300
0.0460
-0.0530
-0.0470
-0.1330
0.0210
-0.0520
-0.0570
-0.0520
-0.0320
-0.0320
-0.0290
-0.0310
0.0150
-0.0190
-0.0140
-0.0260
-0.0170
-0.0190
-0.0250
-0.0210

0.1000
0.1400
0.4000
0.1360
0.0160
0.1030
0.4200
0.3260
0.0660
0.1500
0.3530
0.0730
0.0400
0.0730
0.0060
0.0000
0.0000
0.0000
0.8930
0.0660
0.0000
0.0030
0.0200
0.0030
0.0000
0.1830
0.3930
0.0000
0.0030
0.0000
0.4260
0.0730
0.0730
0.0000
0.0530
0.0560
0.0030
0.0060
0.3830
0.0730
0.2660
0.0400
0.2100
0.0730
0.0030
0.0830



364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391
392
393
394
395
396
397
398
399
400
401
402
403
404
405
406
407
408
409

0.0000
0.0000
0.0050
0.0110
0.0000
0.0000
0.0200
1.0130
0.0000
0.0610
0.2190
0.5170
0.6310
0.2230
0.0000
0.0060
0.1470
0.0000
0.2680
0.0760
0.0240
0.6640
0.0420
0.4670
0.0000
0.0220
0.1490
0.3450
0.7100
1.0000
0.0160
0.1080
1.3520
0.0510
0.0270
0.0300
0.2720
0.0350
0.0300
0.0810
0.0200
0.0220
0.0380
0.0310
0.0830
0.0930

0.0250
0.0200
0.0210
0.0250
0.0250
0.0250
0.0540
0.9530
0.0210
0.0520
0.1420
0.2190
0.7330
0.1610
0.0160
0.0160
0.1860
0.0160
0.2960
0.1120
0.0160
0.6030
0.0320
0.3090
0.0170
0.0160
0.1170
0.2660
0.6980
0.3780
0.0160
0.0710
1.3490
0.0290
0.0160
0.0340
0.1230
0.0160
0.0170
0.0510
0.0160
0.0160
0.0330
0.0230
0.0530
0.0570

-0.0250
-0.0200
-0.0150
-0.0140
-0.0250
-0.0250
-0.0330
0.0610
-0.0210
0.0090
0.0770
0.2980
-0.1030
0.0620
-0.0160
-0.0110
-0.0390
-0.0160
-0.0280
-0.0350
0.0080
0.0610
0.0100
0.1580
-0.0170
0.0060
0.0330
0.0800
0.0120
0.6230
-0.0010
0.0360
0.0040
0.0230
0.0110
-0.0030
0.1490
0.0190
0.0130
0.0300
0.0040
0.0060
0.0050
0.0080
0.0310
0.0350

0.0060
0.0100
0.1630
0.2560
0.0060
0.0060
0.0500
0.0400
0.0230
0.6760
0.0000
0.0000
0.0000
0.0860
0.0400
0.2800
0.0930
0.0400
0.3130
0.1530
0.5400
0.0400
0.5430
0.0000
0.0400
0.6660
0.1830
0.0030
0.4260
0.0000
0.8860
0.0930
0.9000
0.1860
0.3700
0.8560
0.0000
0.2060
0.3700
0.1400
0.8460
0.7060
0.7430
0.6300
0.1730
0.0800

157

410
411
412
413
414
415
416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434

0.3640
0.5650
0.1000
0.0650
0.0320
0.0060
0.3010
0.0310
0.0390
0.0350
0.0500
0.4060
0.0260
0.2850
0.0910
0.3360
0.0440
0.0650
0.5850
0.0680
0.0370
0.0380
0.3520
1.3710
0.4360

0.2990
0.1900
0.0970
0.0160
0.0340
0.0170
0.2750
0.0230
0.0170
0.0290
0.0470
0.4400
0.0110
0.3820
0.0630
0.3720
0.0960
0.0700
0.6890
0.0110
0.0110
0.0110
0.3490
1.1770
0.3130

0.0640
0.3750
0.0030
0.0490
-0.0020
-0.0110
0.0250
0.0080
0.0220
0.0060
0.0030
-0.0350
0.0140
-0.0960
0.0280
-0.0360
-0.0520
-0.0050
-0.1040
0.0570
0.0250
0.0260
0.0020
0.1940
0.1230

0.0400
0.0000
0.9130
0.0260
0.8930
0.2500
0.3830
0.5860
0.1500
0.7400
0.8800
0.3600
0.3030
0.0000
0.2100
0.3060
0.0130
0.8700
0.0000
0.0030
0.0900
0.0860
0.9360
0.0000
0.0000



HLA

A*01:01
A*01:02
A*02:01
A*02:02
A*02:03
A*02:04
A*02:05
A*02:06
A*02:07
A*02:11
A*02:12
A*02:20
A*02:22
A*02:24
A*02:44
A*02:76
A*02:80
A*02:86
A*03:01
A*03:02
A*11:01
A*11:02
A*11:04
A*11:05
A*23:01
A*23:05
A*24:01
A*24:02
A*24:03
A*24:07
A*24:14
A*24:17
A*24:22
A*24:23
A*24:25
A*24:50
A*24:77
A*25:01
A*25:03
A*26:01
A*26:02
A*26:08

Canada/
EUA
0.1137
0.0009
0.2359
0.0075
0.0022
0.0000
0.0053
0.0200
0.0019
0.0000
0.0000
0.0003
0.0003
0.0000
0.0003
0.0003
0.0003
0.0003
0.1228
0.0022
0.0559
0.0012
0.0003
0.0000
0.0278
0.0000
0.0000
0.0943
0.0022
0.0016
0.0000
0.0003
0.0000
0.0003
0.0003
0.0003
0.0000
0.0153
0.0003
0.0231
0.0003
0.0006

México
0.0449
0.0006
0.2198
0.0028
0.0006
0.0009
0.0100
0.0932
0.0000
0.0009
0.0003
0.0019
0.0000
0.0003
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0418
0.0016
0.0327
0.0000
0.0000
0.0003
0.0184
0.0003
0.0006
0.1503
0.0019
0.0003
0.0006
0.0000
0.0006
0.0000
0.0056
0.0000
0.0003
0.0069
0.0000
0.0178
0.0000
0.0012

Tabla S 4 Comparacion de las frecuencias alélicas de HLA entre México, Canada y EUA

Canada

0.1289
0.0005
0.2664
0.0024
0.0019
0.0000
0.0056
0.0249
0.0028
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0005
0.0005
0.0005
0.1219
0.0014
0.0612
0.0005
0.0005
0.0000
0.0122
0.0000
0.0000
0.1054
0.0019
0.0019
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0005
0.0000
0.0174
0.0005
0.0254
0.0005
0.0009

EUA

0.0836
0.0019
0.1757
0.0177
0.0028
0.0000
0.0046
0.0102
0.0000
0.0000
0.0000
0.0009
0.0009
0.0000
0.0009
0.0000
0.0000
0.0000
0.1245
0.0037
0.0455
0.0028
0.0000
0.0000
0.0586
0.0000
0.0000
0.0725
0.0028
0.0009
0.0000
0.0009
0.0000
0.0009
0.0009
0.0000
0.0000
0.0112
0.0000
0.0186
0.0000
0.0000

México vs Canada/EUA

p
5.4426E-25
6.8711E-01
1.2883E-01
8.8123E-03
1.0883E-01
2.4988E-01
4.3583E-02
2.1220E-39
1.5501E-02
2.4988E-01
1.0000E+00
1.2480E-01
4.9953E-01
1.0000E+00
4.9953E-01
4.9953E-01
4.9953E-01
4.9953E-01
3.1261E-33
5.8036E-01
6.4590E-06
6.2208E-02
4.9953E-01
1.0000E+00
1.2575E-02
1.0000E+00
4.9992E-01
7.5261E-12
7.9014E-01
1.2450E-01
4.9992E-01
4.9953E-01
4.9992E-01
4.9953E-01
7.4687E-05
4.9953E-01
1.0000E+00
1.2050E-03
4.9953E-01
1.3430E-01
4.9953E-01
6.8735E-01

q
2.0088E-24
7.6604E-01
1.7054E-01
1.4257E-02
1.3534E-01
3.1030E-01
5.9390E-02
2.5601E-38
2.2712E-02
3.1030E-01
1.0000E+00
1.6332E-01
6.4464E-01
1.0000E+00
6.4464E-01
6.4464E-01
6.4464E-01
6.4464E-01
1.9132E-32
6.7328E-01
1.2470E-05
8.1055E-02
6.4464E-01
1.0000E+00
1.8659E-02
1.0000E+00
6.4080E-01
1.7597E-11
8.1786E-01
1.6104E-01
6.4080E-01
6.4464E-01
6.4080E-01
6.4464E-01
1.3586E-04
6.4464E-01
1.0000E+00
1.9772E-03
6.4464E-01
1.7349E-01
6.4464E-01
7.6610E-01

México vs Canada

p
3.2628E-28
1.0000E+00
1.0663E-04
1.0000E+00
2.2431E-01
2.8075E-01
9.1136E-02
1.7485E-25
3.9899E-03
2.8075E-01
1.0000E+00
8.7459E-02

NA
1.0000E+00
NA
3.9854E-01
3.9854E-01
3.9854E-01
3.7848E-27
1.0000E+00
1.1076E-06
3.9854E-01
3.9854E-01
1.0000E+00
9.3440E-02
1.0000E+00
5.2050E-01
1.9865E-06
1.0000E+00
8.5821E-02
5.2050E-01
NA
5.2050E-01
NA
1.2765E-04
3.9854E-01
1.0000E+00
4.2904E-04
3.9854E-01
6.2520E-02
3.9854E-01
1.0000E+00

158

q
1.3450E-27
1.0000E+00
1.8130E-04
1.0000E+00
2.8486E-01
3.3759E-01
1.1818E-01
5.7172E-25
6.0023E-03
3.3759E-01
1.0000E+00
1.1488E-01

NA
1.0000E+00
NA
5.4322E-01
5.4322E-01
5.4322E-01
1.3986E-26
1.0000E+00
2.3163E-06
5.4322E-01
5.4322E-01
1.0000E+00
1.1917E-01
1.0000E+00
6.3110E-01
4.1683E-06
1.0000E+00
1.1334E-01
6.3110E-01
NA
6.3110E-01
NA
2.2327E-04
5.4322E-01
1.0000E+00
6.9726E-04
5.4322E-01
8.1507E-02
5.4322E-01
1.0000E+00

México vs EUA

p
3.9678E-06
2.6374E-01
2.0700E-03
2.1968E-06
1.0469E-01
5.7728E-01
1.2706E-01
3.4576E-26

NA
5.7728E-01
1.0000E+00
6.8777E-01
2.5123E-01
1.0000E+00
2.5123E-01

NA

NA

NA
1.1934E-19
2.4158E-01
5.8097E-02
1.5823E-02

NA
1.0000E+00
2.0090E-10
1.0000E+00
1.0000E+00
7.6853E-12
6.9988E-01
4.3938E-01
1.0000E+00
2.5123E-01
1.0000E+00
2.5123E-01
5.9307E-02

NA
1.0000E+00
1.6875E-01

NA
8.9454E-01

NA
5.7794E-01

q
8.4880E-06
3.5497E-01
3.4023E-03
4.4090E-06
1.3301E-01
6.4623E-01
1.5185E-01
1.0106E-24

NA
6.4623E-01
1.0000E+00
7.1161E-01
3.0962E-01
1.0000E+00
3.0962E-01

NA

NA

NA
1.9418E-18
2.6856E-01
7.8482E-02
2.3917E-02

NA
1.0000E+00
8.2876E-10
1.0000E+00
9.4749E-01
4.6907E-11
7.1988E-01
5.0455E-01
9.4749E-01
3.0962E-01
9.4749E-01
3.0962E-01
7.8659E-02

NA
1.0000E+00
1.9984E-01

NA
8.3433E-01

NA
6.5195E-01

Canada vs EUA

p
1.2248E-04
2.6295E-01
7.2048E-09
5.8174E-06
6.9377E-01

NA
8.0244E-01
4.6362E-03
1.8812E-01

NA

NA
3.3614E-01
3.3614E-01

NA
3.3614E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
8.1992E-01
2.3404E-01
7.3286E-02
1.1349E-01
1.0000E+00

NA
5.0404E-13

NA

NA
2.5826E-03
6.9377E-01
6.6916E-01

NA
3.3614E-01

NA
3.3614E-01
3.3614E-01
1.0000E+00

NA
2.2229E-01
1.0000E+00
2.6282E-01
1.0000E+00
5.5356E-01

q
2.8388E-04
3.1841E-01
3.6396E-08
1.8142E-05
6.7766E-01

NA
7.4672E-01
9.6411E-03
2.6081E-01

NA

NA
4.2203E-01
4.2203E-01

NA
4.2203E-01
8.5531E-01
8.5531E-01
8.5531E-01
7.5307E-01
2.9589E-01
1.1196E-01
1.6781E-01
8.5531E-01

NA
4.6595E-12

NA

NA
5.4160E-03
6.7766E-01
6.7361E-01

NA
4.2203E-01

NA
4.2203E-01
4.2203E-01
8.5531E-01

NA
2.9043E-01
8.5531E-01
3.1951E-01
8.5531E-01
5.8773E-01



A*29:01
A*29:02
A*30:01
A*30:02
A*30:04
A*30:09
A*31:01
A*31:02
A*32:01
A*32:02
A*33:01
A*33:03
A*34:01
A*34:02
A*36:01
A*66:01
A*66:02
A*66:03
A*68:01
A*68:02
A*68:03
A*68:05
A*69:01
A*74:01
A*74:08
A*74:09
A*80:01
B*07:02
B*07:05
B*07:12
B*07:14
B*08:01
B*13:01
B*13:02
B*13:67
B*14:01
B*14:02
B*14:03
B*14:06
B*15:01
B*15:02
B*15:03
B*15:05
B*15:06
B*15:07
B*15:09

0.0031
0.0391
0.0256
0.0159
0.0003
0.0003
0.0344
0.0000
0.0291
0.0000
0.0094
0.0159
0.0003
0.0056
0.0037
0.0050
0.0006
0.0000
0.0415
0.0178
0.0037
0.0000
0.0012
0.0078
0.0000
0.0003
0.0006
0.1085
0.0047
0.0000
0.0000
0.0743
0.0003
0.0191
0.0000
0.0075
0.0257
0.0006
0.0003
0.0633
0.0019
0.0094
0.0003
0.0003
0.0050
0.0000

0.0025
0.0203
0.0196
0.0165
0.0031
0.0000
0.0674
0.0050
0.0171
0.0003
0.0168
0.0050
0.0003
0.0031
0.0012
0.0037
0.0000
0.0003
0.0698
0.0175
0.0536
0.0125
0.0009
0.0044
0.0003
0.0000
0.0009
0.0369
0.0053
0.0003
0.0003
0.0212
0.0003
0.0122
0.0003
0.0112
0.0303
0.0000
0.0000
0.0350
0.0003
0.0094
0.0000
0.0000
0.0009
0.0006

0.0038
0.0405
0.0136
0.0080
0.0000
0.0005
0.0409
0.0000
0.0292
0.0000
0.0061
0.0085
0.0000
0.0024
0.0014
0.0033
0.0000
0.0000
0.0452
0.0085
0.0005
0.0000
0.0009
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.1235
0.0038
0.0000
0.0000
0.0819
0.0005
0.0189
0.0000
0.0071
0.0237
0.0005
0.0005
0.0767
0.0024
0.0024
0.0000
0.0000
0.0076
0.0000

0.0019
0.0362
0.0493
0.0316
0.0009
0.0000
0.0214
0.0000
0.0288
0.0000
0.0158
0.0307
0.0009
0.0121
0.0084
0.0084
0.0019
0.0000
0.0344
0.0362
0.0102
0.0000
0.0019
0.0232
0.0000
0.0009
0.0019
0.0790
0.0065
0.0000
0.0000
0.0595
0.0000
0.0195
0.0000
0.0084
0.0297
0.0009
0.0000
0.0372
0.0009
0.0232
0.0009
0.0009
0.0000
0.0000

6.4685E-01
8.7723E-06
1.1112E-01
9.2131E-01
1.1652E-02
4.9953E-01
1.7675E-09
2.9953E-05
1.5371E-03
1.0000E+00
1.1101E-02
1.2531E-05
1.0000E+00
1.3486E-01
4.8576E-02
4.5688E-01
2.4949E-01
1.0000E+00
8.4336E-07
9.2471E-01
2.4980E-38
1.6104E-12
7.2618E-01
7.9518E-02
1.0000E+00
4.9953E-01
1.0000E+00
3.4493E-29
8.5971E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.3541E-24
1.0000E+00
2.6604E-02
1.0000E+00
1.5311E-01
2.8868E-01
2.4894E-01
4.9898E-01
1.5975E-07
6.9632E-02
1.0000E+00
4.9898E-01
4.9898E-01
2.4956E-03
4.9992E-01

7.4986E-01
1.6766E-05
1.3684E-01
8.8116E-01
1.7569E-02
6.4464E-01
4.2802E-09
5.5902E-05
2.4277E-03
1.0000E+00
1.6724E-02
2.2924E-05
1.0000E+00
1.7330E-01
6.3371E-02
5.1584E-01
3.1262E-01
1.0000E+00
1.6209E-06
8.7811E-01
2.4829E-37
4.0860E-12
7.8835E-01
1.0541E-01
1.0000E+00
6.4464E-01
1.0000E+00
2.0556E-28
8.5400E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
7.6793E-24
1.0000E+00
3.6993E-02
1.0000E+00
1.8849E-01
3.5060E-01
3.0509E-01
6.3094E-01
3.3617E-07
9.3397E-02
1.0000E+00
6.3094E-01
6.3094E-01
3.9344E-03
6.2821E-01

4.4871E-01
2.0996E-05
1.0759E-01
6.7822E-03
7.7735E-03
3.9854E-01
3.7580E-05
4.0731E-04
4.0472E-03
1.0000E+00
3.9482E-04
1.5863E-01
1.0000E+00
7.9312E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
NA
1.0000E+00
1.9860E-04
5.7594E-03
1.3489E-37
1.8507E-09
1.0000E+00
1.3780E-03
1.0000E+00
NA
2.8075E-01
1.5428E-32
5.4036E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
9.3974E-25
1.0000E+00
4.9398E-02
1.0000E+00
1.5084E-01
1.7134E-01
3.9755E-01
3.9755E-01
3.9008E-11
3.9759E-02
1.5249E-03
NA
NA
1.5485E-04
5.2090E-01
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5.9720E-01
3.7402E-05
1.3242E-01
9.3931E-03
1.0496E-02
5.4322E-01
6.5916E-05
6.6258E-04
5.9657E-03
1.0000E+00
6.4212E-04
2.1260E-01
1.0000E+00
8.1108E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
NA
1.0000E+00
3.2729E-04
8.3639E-03
1.8276E-36
4.2379E-09
1.0000E+00
2.0294E-03
1.0000E+00
NA
3.3759E-01
1.1041E-31
6.2529E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.9567E-24
1.0000E+00
6.5017E-02
1.0000E+00
1.7074E-01
2.2524E-01
5.2558E-01
5.2558E-01
1.0044E-10
5.4157E-02
2.2398E-03
NA
NA
2.5958E-04
6.1201E-01

1.0000E+00
5.6441E-03
1.1356E-06
3.8112E-03
3.1054E-01
NA
7.6318E-10
1.7296E-02
2.3259E-02
1.0000E+00
8.9091E-01
4.7417E-10
4.3938E-01
1.2666E-03
1.0093E-03
7.5563E-02
6.3070E-02
1.0000E+00
1.2254E-05
6.9431E-04
1.0654E-11
1.1614E-05
6.0496E-01
2.7844E-07
1.0000E+00
2.5123E-01
6.0496E-01
1.1943E-07
6.3987E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
4.6531E-09
1.0000E+00
9.7717E-02
1.0000E+00
4.9295E-01
1.0000E+00
2.5152E-01
NA
7.7521E-01
4.3982E-01
1.4174E-03
2.5152E-01
2.5152E-01
5.7711E-01
1.0000E+00

8.9435E-01
8.4988E-03
2.5005E-06
5.5707E-03
3.9036E-01
NA
2.9470E-09
2.8809E-02
3.4164E-02
1.0000E+00
8.3778E-01
2.0315E-09
5.0455E-01
2.0665E-03
1.7251E-03
1.0817E-01
8.5305E-02
1.0000E+00
2.3152E-05
1.1425E-03
5.7696E-11
2.2444E-05
6.6772E-01
6.2344E-07
1.0000E+00
3.0962E-01
6.6772E-01
2.8082E-07
6.8457E-01
9.2299E-01
9.2299E-01
1.4406E-08
9.2299E-01
1.2670E-01
9.2299E-01
5.8105E-01
1.0000E+00
3.4351E-01
NA
7.6944E-01
5.3731E-01
2.4921E-03
3.4351E-01
3.4351E-01
6.4645E-01
8.9307E-01

5.1084E-01
6.2935E-01
7.8866E-09
1.4550E-06
3.3614E-01
1.0000E+00
3.8584E-03
NA
1.0000E+00
NA
1.0584E-02
6.9537E-06
3.3614E-01
1.5163E-03
4.0507E-03
6.4940E-02
1.1292E-01
NA
1.6015E-01
9.0861E-08
4.9832E-05
NA
6.0644E-01
1.2077E-12
NA
3.3614E-01
1.1292E-01
1.1160E-04
2.8672E-01
NA
NA
2.2379E-02
1.0000E+00
8.9206E-01
NA
6.7086E-01
3.4376E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0051E-05
6.7055E-01
2.7672E-08
3.3741E-01
3.3741E-01
2.2261E-03
NA

5.3400E-01
6.4354E-01
3.4984E-08
4.5636E-06
4.2203E-01
8.5531E-01
7.8702E-03
NA
9.5387E-01
NA
1.8863E-02
2.2009E-05
4.2203E-01
3.4446E-03
8.4141E-03
1.0154E-01
1.6681E-01
NA
2.2064E-01
3.7331E-07
1.4172E-04
NA
6.2895E-01
9.0266E-12
NA
4.2203E-01
1.6681E-01
2.7360E-04
3.5287E-01
NA
NA
4.3038E-02
9.2070E-01
7.8440E-01
NA
6.7144E-01
4.2833E-01
9.4508E-01
9.2070E-01
2.7267E-05
6.7390E-01
1.1232E-07
4.2271E-01
4.2271E-01
4.7912E-03
NA



B*15:10
B*15:11
B*15:15
B*15:16
B*15:17
B*15:18
B*15:20
B*15:22
B*15:24
B*15:25
B*15:30
B*15:31
B*15:35
B*15:37
B*15:39
B*15:48
B*15:54
B*18:01
B*18:02
B*18:03
B*18:18
B*27:02
B*27:03
B*27:04
B*27:05
B*27:06
B*27:12
B*35:01
B*35:02
B*35:03
B*35:04
B*35:05
B*35:06
B*35:08
B*35:10
B*35:11
B*35:12
B*35:14
B*35:16
B*35:17
B*35:20
B*35:23
B*35:24
B*35:27
B*35:28
B*35:30

0.0066
0.0003
0.0006
0.0025
0.0034
0.0041
0.0000
0.0000
0.0000
0.0003
0.0000
0.0003
0.0006
0.0003
0.0000
0.0000
0.0003
0.0389
0.0000
0.0013
0.0000
0.0013
0.0000
0.0006
0.0332
0.0009
0.0000
0.0737
0.0047
0.0166
0.0000
0.0009
0.0000
0.0047
0.0000
0.0000
0.0028
0.0003
0.0000
0.0009
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0003
0.0000

0.0044
0.0000
0.0203
0.0003
0.0022
0.0009
0.0003
0.0003
0.0003
0.0003
0.0047
0.0000
0.0006
0.0006
0.0012
0.0009
0.0000
0.0222
0.0003
0.0000
0.0003
0.0003
0.0003
0.0000
0.0131
0.0000
0.0006
0.0868
0.0094
0.0078
0.0006
0.0000
0.0003
0.0044
0.0006
0.0009
0.0468
0.0097
0.0047
0.0312
0.0019
0.0003
0.0006
0.0003
0.0006
0.0003

0.0009
0.0005
0.0005
0.0005
0.0019
0.0043
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0388
0.0000
0.0019
0.0000
0.0009
0.0000
0.0005
0.0393
0.0014
0.0000
0.0748
0.0057
0.0180
0.0000
0.0009
0.0000
0.0043
0.0000
0.0000
0.0009
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000

0.0177
0.0000
0.0009
0.0065
0.0065
0.0037
0.0000
0.0000
0.0000
0.0009
0.0000
0.0009
0.0019
0.0009
0.0000
0.0000
0.0009
0.0390
0.0000
0.0000
0.0000
0.0019
0.0000
0.0009
0.0214
0.0000
0.0000
0.0716
0.0028
0.0139
0.0000
0.0009
0.0000
0.0056
0.0000
0.0000
0.0065
0.0009
0.0000
0.0028
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0009
0.0000

2.4079E-01
4.9898E-01
2.2861E-17
2.1160E-02
3.5766E-01
1.2455E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
6.0065E-05
4.9898E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.2489E-01
2.4989E-01
4.9898E-01
1.0760E-04
1.0000E+00
6.1935E-02
1.0000E+00
2.1765E-01
1.0000E+00
2.4894E-01
6.7973E-08
1.2418E-01
4.9992E-01
5.8999E-02
3.5072E-02
1.3443E-03
4.9992E-01
1.2418E-01
1.0000E+00
8.5493E-01
4.9992E-01
2.4989E-01
8.8392E-35
1.4375E-08
6.0065E-05
1.7472E-26
3.1179E-02
1.0000E+00
4.9992E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00

2.6741E-01
6.3094E-01
6.6220E-17
3.0853E-02
4.0080E-01
1.8466E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0372E-04
6.3094E-01
1.0000E+00
9.1229E-01
1.6739E-01
3.1372E-01
6.3094E-01
1.8856E-04
1.0000E+00
8.1174E-02
1.0000E+00
2.4333E-01
1.0000E+00
3.0509E-01
1.4185E-07
1.5903E-01
6.2821E-01
7.4718E-02
4.8419E-02
2.1539E-03
6.2821E-01
1.5903E-01
1.0000E+00
8.5506E-01
6.2821E-01
3.1372E-01
6.7275E-34
3.2931E-08
1.0372E-04
7.0292E-26
4.4092E-02
1.0000E+00
6.2821E-01
1.0000E+00
9.1229E-01
1.0000E+00

3.7138E-02
3.9755E-01
1.4261E-13
1.0000E+00
1.0000E+00
1.6769E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
7.4802E-04
NA
5.2090E-01
5.2090E-01
1.5656E-01
2.8135E-01
NA
5.4759E-04
1.0000E+00
2.4937E-02
1.0000E+00
5.6702E-01
1.0000E+00
3.9755E-01
1.4047E-09
6.2779E-02
5.2090E-01
1.2548E-01
1.5566E-01
1.0729E-03
5.2090E-01
1.5800E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
5.2090E-01
2.8135E-01
7.7407E-31
2.0615E-07
7.4802E-04
5.8360E-23
8.7479E-02
1.0000E+00
5.2090E-01
1.0000E+00
5.2090E-01
1.0000E+00
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4.9851E-02
5.2558E-01
4.3749E-13
1.0000E+00
1.0000E+00
2.3042E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.1775E-03
NA
6.1201E-01
6.1201E-01
1.8438E-01
3.4304E-01
NA
8.4396E-04
1.0000E+00
3.3501E-02
1.0000E+00
6.5022E-01
1.0000E+00
5.2558E-01
3.1988E-09
8.5191E-02
6.1201E-01
1.4960E-01
1.7635E-01
1.5571E-03
6.1201E-01
2.1403E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
6.1201E-01
3.4304E-01
4.4550E-30
4.5142E-07
1.1775E-03
1.7884E-22
1.1404E-01
1.0000E+00
6.1201E-01
1.0000E+00
6.1201E-01
1.0000E+00

6.9987E-05
NA
1.6764E-07
3.9208E-04
5.6414E-02
7.1804E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
4.3982E-01
1.7172E-02
2.5152E-01
2.6424E-01
1.0000E+00
5.7794E-01
5.7711E-01
2.5152E-01
4.1038E-03
1.0000E+00
NA
1.0000E+00
1.5790E-01
1.0000E+00
2.5152E-01
6.1286E-02
NA
1.0000E+00
1.2528E-01
4.1319E-02
9.6886E-02
1.0000E+00
2.5152E-01
1.0000E+00
6.0883E-01
1.0000E+00
5.7711E-01
3.3532E-12
1.6906E-03
1.7172E-02
1.0842E-09
3.4733E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00

1.3379E-04
NA
3.9347E-07
6.9825E-04
7.7395E-02
1.0706E-01
9.2299E-01
9.2299E-01
9.2299E-01
5.3731E-01
2.8890E-02
3.4351E-01
3.5865E-01
8.8716E-01
6.5572E-01
6.4645E-01
3.4351E-01
6.2729E-03
9.2299E-01
NA
9.2299E-01
1.9200E-01
9.2299E-01
3.4351E-01
8.0795E-02
NA
8.9307E-01
1.5272E-01
5.7997E-02
1.2671E-01
8.9307E-01
3.4351E-01
9.2299E-01
6.6866E-01
8.9307E-01
6.4645E-01
2.9190E-11
2.9701E-03
2.8890E-02
3.7099E-09
4.1887E-01
9.2299E-01
8.9307E-01
9.2299E-01
8.8716E-01
9.2299E-01

9.5597E-08
1.0000E+00
1.0000E+00
2.7758E-03
5.1685E-02
1.0000E+00

NA

NA

NA
3.3741E-01

NA
3.3741E-01
1.1378E-01
3.3741E-01

NA

NA
3.3741E-01
1.0000E+00

NA
3.0719E-01

NA
6.0722E-01

NA
1.0000E+00
8.6632E-03
5.5540E-01

NA
7.7465E-01
4.1173E-01
4.6510E-01

NA
1.0000E+00

NA
5.9387E-01

NA

NA
8.8426E-03
3.3741E-01

NA
3.8342E-02

NA

NA

NA

NA
3.3741E-01

NA

3.6670E-07
9.2070E-01
9.4508E-01
5.6415E-03
8.8079E-02
9.5460E-01

NA

NA

NA
4.2271E-01

NA
4.2271E-01
1.7440E-01
4.2271E-01

NA

NA
4.2271E-01
9.6306E-01

NA
3.7823E-01

NA
6.3294E-01

NA
9.4508E-01
1.5964E-02
5.9576E-01

NA
7.2888E-01
4.6817E-01
5.0510E-01

NA
9.5838E-01

NA
6.2272E-01

NA

NA
1.5882E-02
4.2271E-01

NA
6.7261E-02

NA

NA

NA

NA
4.2271E-01

NA



B*35:31
B*35:43
B*37:01
B*38:01
B*38:02
B*39:01
B*39:02
B*39:03
B*39:05
B*39:06
B*39:08
B*39:10
B*39:13
B*39:20
B*39:24
B*40:01
B*40:02
B*40:05
B*40:06
B*40:08
B*40:11
B*40:12
B*40:16
B*40:20
B*40:27
B*41:01
B*41:02
B*41:06
B*42:01
B*42:02
B*44:02
B*44:03
B*44:04
B*44:05
B*45:01
B*46:01
B*47:01
B*48:01
B*48:02
B*48:03
B*49:01
B*50:01
B*50:02
B*51:01
B*51:02
B*51:06

0.0000
0.0003
0.0097
0.0125
0.0022
0.0172
0.0000
0.0000
0.0053
0.0047
0.0006
0.0009
0.0000
0.0000
0.0006
0.0448
0.0198
0.0000
0.0016
0.0000
0.0000
0.0003
0.0000
0.0000
0.0003
0.0031
0.0038
0.0003
0.0129
0.0031
0.0674
0.0426
0.0009
0.0019
0.0113
0.0031
0.0019
0.0075
0.0003
0.0000
0.0141
0.0069
0.0003
0.0552
0.0006
0.0009

0.0003
0.0094
0.0034
0.0156
0.0019
0.0269
0.0194
0.0016
0.0737
0.0384
0.0066
0.0000
0.0022
0.0006
0.0000
0.0050
0.0615
0.0056
0.0006
0.0069
0.0019
0.0003
0.0003
0.0006
0.0009
0.0103
0.0019
0.0000
0.0044
0.0006
0.0172
0.0315
0.0000
0.0003
0.0103
0.0000
0.0012
0.0337
0.0006
0.0003
0.0128
0.0062
0.0003
0.0525
0.0053
0.0000

0.0000
0.0000
0.0099
0.0142
0.0028
0.0222
0.0000
0.0000
0.0014
0.0057
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0005
0.0535
0.0199
0.0000
0.0024
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0033
0.0033
0.0005
0.0005
0.0000
0.0738
0.0454
0.0014
0.0019
0.0043
0.0038
0.0024
0.0099
0.0000
0.0000
0.0114
0.0080
0.0000
0.0644
0.0005
0.0005

0.0000
0.0009
0.0093
0.0093
0.0009
0.0074
0.0000
0.0000
0.0130
0.0028
0.0019
0.0028
0.0000
0.0000
0.0009
0.0279
0.0195
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0009
0.0000
0.0000
0.0009
0.0028
0.0046
0.0000
0.0372
0.0093
0.0548
0.0372
0.0000
0.0019
0.0251
0.0019
0.0009
0.0028
0.0009
0.0000
0.0195
0.0046
0.0009
0.0372
0.0009
0.0019

1.0000E+00
2.8003E-08
1.8150E-03
3.3949E-01
7.8991E-01
1.0403E-02
3.2424E-19
6.2405E-02
3.8950E-52
1.1530E-22
6.4322E-05
1.2418E-01
1.5575E-02
4.9992E-01
2.4894E-01
1.4053E-27
7.3318E-18
7.4532E-06
2.8784E-01
4.6030E-07
3.1179E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
4.9992E-01
6.2489E-01
5.8233E-04
1.6565E-01
4.9898E-01
2.1495E-04
2.2091E-02
1.0388E-24
2.0406E-02
1.2418E-01
6.9632E-02
7.1824E-01
9.5013E-04
5.4771E-01
3.7005E-14
1.0000E+00
1.0000E+00
6.6559E-01
7.5958E-01
1.0000E+00
6.5755E-01
7.1685E-04
1.2418E-01

1.0000E+00
6.3052E-08
2.7774E-03
3.8921E-01
8.2096E-01
1.5772E-02
1.1467E-18
8.2306E-02
8.0262E-51
3.5705E-22
1.1473E-04
1.5903E-01
2.3044E-02
6.2821E-01
3.0509E-01
6.2521E-27
1.9757E-17
1.4153E-05
3.5002E-01
9.6596E-07
4.4092E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
6.2821E-01
7.3919E-01
1.0480E-03
1.9714E-01
6.3094E-01
3.6015E-04
3.1979E-02
3.5541E-24
2.9691E-02
1.5903E-01
9.3397E-02
7.8182E-01
1.6205E-03
6.5717E-01
9.9363E-14
9.1229E-01
1.0000E+00
7.5227E-01
8.0780E-01
1.0000E+00
7.5240E-01
1.2489E-03
1.5903E-01

1.0000E+00
3.7861E-07
3.4271E-03
7.3065E-01
5.5848E-01
3.2392E-01
2.8640E-14
1.6433E-01
8.9409E-49
6.2094E-16
4.2482E-05
NA
4.6884E-02
5.2090E-01
3.9755E-01
4.1427E-30
6.0068E-14
1.2991E-04
1.2249E-01
2.2740E-05
8.7479E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
5.2090E-01
2.8135E-01
3.2437E-03
3.9582E-01
3.9755E-01
7.1837E-03
5.2090E-01
1.1268E-24
9.4021E-03
6.2779E-02
8.5074E-02
1.6720E-02
6.1901E-04
4.9752E-01
8.1549E-09
5.2090E-01
1.0000E+00
7.0292E-01
5.0092E-01
1.0000E+00
7.0323E-02
2.5582E-03
3.9755E-01
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1.0000E+00
8.5108E-07
4.7084E-03
7.6924E-01
6.3334E-01
3.7257E-01
8.5464E-14
2.2009E-01
1.7544E-47
1.8484E-15
7.2486E-05
NA
6.4145E-02
6.1201E-01
5.2558E-01
2.1573E-29
1.8028E-13
2.2577E-04
1.4799E-01
4.2688E-05
1.1404E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
6.1201E-01
3.4304E-01
4.5497E-03
4.6064E-01
5.2558E-01
1.0035E-02
6.1201E-01
3.0833E-24
1.3131E-02
8.5191E-02
1.1210E-01
2.2743E-02
9.5238E-04
6.2596E-01
1.9091E-08
6.1201E-01
1.0000E+00
7.5401E-01
6.2489E-01
1.0000E+00
9.5732E-02
3.7279E-03
5.2558E-01

1.0000E+00
2.7368E-03
2.3477E-02
1.3639E-01
6.8765E-01
5.5782E-05
2.0335E-08
3.3973E-01
1.3572E-16
1.6737E-12
8.9148E-02
1.5878E-02
2.0319E-01
1.0000E+00
2.5152E-01
9.8013E-09
4.7756E-09
1.0956E-02
1.0000E+00
2.3971E-03
3.4733E-01
4.3982E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0000E+00
1.9112E-02
1.5792E-01
NA
4.3438E-14
3.8743E-05
8.9183E-10
3.7492E-01
NA
1.5790E-01
8.0282E-04
6.3218E-02
1.0000E+00
1.0769E-10
1.0000E+00
1.0000E+00
1.3888E-01
6.5021E-01
4.3982E-01
4.8911E-02
5.7925E-02
6.3218E-02

9.2299E-01
4.2546E-03
3.4164E-02
1.6278E-01
7.1403E-01
9.9805E-05
5.2954E-08
4.1168E-01
1.8397E-15
1.7150E-11
1.2339E-01
2.6818E-02
2.3342E-01
8.9307E-01
3.4351E-01
2.6356E-08
1.3810E-08
1.5718E-02
8.9307E-01
3.8666E-03
4.1887E-01
5.3731E-01
9.2299E-01
8.9307E-01
8.9726E-01
3.0395E-02
1.9174E-01
NA
5.1949E-13
7.0535E-05
3.2732E-09
4.3437E-01
NA
1.9200E-01
1.3541E-03
9.7616E-02
8.6111E-01
4.7751E-10
8.8716E-01
9.2299E-01
1.6334E-01
6.9009E-01
5.3731E-01
6.4962E-02
7.9330E-02
9.7616E-02

NA
3.3741E-01
1.0000E+00
3.1252E-01
4.3501E-01
2.1851E-03

NA

NA
5.1964E-05
4.1173E-01
1.1378E-01
3.8342E-02

NA

NA
1.0000E+00
7.7087E-04
1.0000E+00

NA
1.7469E-01

NA

NA
3.3741E-01

NA

NA
3.3741E-01
1.0000E+00
5.5301E-01
1.0000E+00
2.2851E-18
1.8599E-05
4.3873E-02
3.0822E-01
5.5540E-01
1.0000E+00
7.6302E-07
5.1055E-01
6.7055E-01
2.9078E-02
3.3741E-01

NA
7.9741E-02
3.6690E-01
3.3741E-01
1.3273E-03
1.0000E+00
2.6464E-01

NA
4.2271E-01
9.5382E-01
3.7778E-01
4.8466E-01
4.7670E-03

NA

NA
1.4712E-04
4.6817E-01
1.7440E-01
6.7261E-02

NA

NA
9.4508E-01
1.9105E-03
9.2622E-01

NA
2.4074E-01

NA

NA
4.2271E-01

NA

NA
4.2271E-01
8.2616E-01
5.8234E-01
9.2070E-01
2.3874E-17
5.5197E-05
7.4810E-02
3.7878E-01
5.9576E-01
9.7246E-01
2.5741E-06
5.3658E-01
6.7390E-01
5.1727E-02
4.2271E-01

NA
1.1784E-01
4.4660E-01
4.2271E-01
2.9230E-03
9.4508E-01
3.3143E-01



B*51:07
B*51:08
B*52:01
B*53:01
B*53:02
B*53:17
B*54:01
B*55:01
B*55:02
B*56:01
B*57:01
B*57:02
B*57:03
B*57:04
B*58:01
B*58:02
B*67:01
B*73:01
B*78:01
B*78:02
B*78:04
B*81:01
B*82:01
C*01:02
C*02:02
C*02:10
C*02:14
C*03:02
C*03:03
C*03:04
C*03:05
C*03:06
C*03:08
C*03:17
C*04:01
C*04:03
C*04:04
C*04:07
C*05:01
C*05:06
C*05:09
C*06:02
C*06:08
C*07:01
C*07:02
C*07:04

0.0000
0.0000
0.0110
0.0194
0.0000
0.0000
0.0013
0.0154
0.0016
0.0050
0.0263
0.0000
0.0072
0.0003
0.0176
0.0072
0.0000
0.0003
0.0016
0.0000
0.0000
0.0031
0.0013
0.0521
0.0498
0.0009
0.0000
0.0123
0.0432
0.0852
0.0016
0.0006
0.0000
0.0000
0.1025
0.0006
0.0066
0.0006
0.0792
0.0003
0.0000
0.0726
0.0003
0.1211
0.1312
0.0177

0.0006
0.0006
0.0269
0.0153
0.0003
0.0003
0.0003
0.0044
0.0000
0.0034
0.0081
0.0006
0.0044
0.0000
0.0084
0.0028
0.0006
0.0003
0.0009
0.0009
0.0003
0.0006
0.0000
0.0677
0.0218
0.0031
0.0003
0.0062
0.0356
0.0755
0.0175
0.0081
0.0003
0.0003
0.2003
0.0000
0.0009
0.0000
0.0300
0.0000
0.0003
0.0415
0.0000
0.0680
0.1997
0.0034

0.0000
0.0000
0.0085
0.0033
0.0000
0.0000
0.0014
0.0185
0.0014
0.0066
0.0308
0.0000
0.0000
0.0000
0.0142
0.0014
0.0000
0.0000
0.0005
0.0000
0.0000
0.0005
0.0000
0.0673
0.0463
0.0014
0.0000
0.0100
0.0487
0.0969
0.0000
0.0000
0.0000
0.0000
0.0764
0.0000
0.0100
0.0000
0.0926
0.0000
0.0000
0.0697
0.0000
0.1265
0.1403
0.0158

0.0000
0.0000
0.0158
0.0511
0.0000
0.0000
0.0009
0.0093
0.0019
0.0019
0.0177
0.0000
0.0214
0.0009
0.0242
0.0186
0.0000
0.0009
0.0037
0.0000
0.0000
0.0084
0.0037
0.0223
0.0567
0.0000
0.0000
0.0167
0.0326
0.0623
0.0047
0.0019
0.0000
0.0000
0.1535
0.0019
0.0000
0.0019
0.0530
0.0009
0.0000
0.0781
0.0009
0.1107
0.1135
0.0214

4.9992E-01
4.9992E-01
3.2697E-06
2.1429E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.1765E-01
6.1585E-06
3.0885E-02
3.4297E-01
1.2197E-08
4.9992E-01
1.4139E-01
4.9898E-01
1.2815E-03
1.3131E-02
4.9992E-01
1.0000E+00
5.0669E-01
2.4989E-01
1.0000E+00
2.2091E-02
6.1935E-02
9.6371E-03
1.2887E-09
9.2020E-02
1.0000E+00
1.2654E-02
1.2234E-01
1.6677E-01
4.7923E-12
2.9271E-06
1.0000E+00
1.0000E+00
7.3553E-28
2.4722E-01
1.4168E-04
2.4722E-01
1.9870E-18
4.9725E-01
1.0000E+00
9.9954E-08
4.9725E-01
3.3947E-13
1.7850E-13
9.3182E-09

6.2821E-01
6.2821E-01
6.5206E-06
2.4095E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.4333E-01
1.2402E-05
4.3560E-02
3.8982E-01
2.8816E-08
6.2821E-01
1.7750E-01
6.3094E-01
2.0850E-03
1.9440E-02
6.2821E-01
1.0000E+00
6.3399E-01
3.1372E-01
1.0000E+00
3.1979E-02
8.1174E-02
1.5097E-02
3.1937E-09
1.1948E-01
1.0000E+00
1.8521E-02
1.4977E-01
1.9799E-01
1.1568E-11
6.3237E-06
1.0000E+00
1.0000E+00
3.5503E-27
2.7242E-01
2.4576E-04
2.7242E-01
6.2210E-18
5.7191E-01
1.0000E+00
2.1187E-07
5.7191E-01
8.2625E-13
4.7898E-13
2.3432E-08

5.2090E-01
5.2090E-01
8.1158E-07
1.2071E-05
1.0000E+00
1.0000E+00
3.0794E-01
6.6172E-07
6.2779E-02
1.0440E-01
8.3562E-10
5.2090E-01
1.3813E-03
NA
5.6070E-02
3.8396E-01
5.2090E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.8135E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
NA
1.0000E+00
1.0737E-06
2.6847E-01
1.0000E+00
1.4857E-01
1.9100E-02
7.2005E-03
5.8335E-13
2.3230E-06
1.0000E+00
1.0000E+00
1.9560E-37
NA
1.5969E-06
NA
5.5942E-22
NA
1.0000E+00
9.7184E-06
NA
1.0157E-12
2.4343E-08
2.6640E-06
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6.1201E-01
6.1201E-01
1.7748E-06
2.2013E-05
1.0000E+00
1.0000E+00
3.6341E-01
1.3940E-06
8.5191E-02
1.2876E-01
2.1235E-09
6.1201E-01
2.0093E-03
NA
7.1602E-02
4.1915E-01
6.1201E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
3.4304E-01
1.0000E+00
9.4476E-01
NA
9.5375E-01
2.3445E-06
3.2540E-01
1.0000E+00
1.6932E-01
2.5766E-02
9.9050E-03
1.5836E-12
4.5576E-06
1.0000E+00
1.0000E+00
1.6136E-36
NA
3.2061E-06
NA
1.5766E-21
NA
1.0000E+00
1.7319E-05
NA
2.6684E-12
5.4822E-08
5.0451E-06

1.0000E+00
1.0000E+00
3.8966E-02
1.2586E-09
1.0000E+00
1.0000E+00
4.3982E-01
9.4266E-02
6.3218E-02
5.3726E-01
1.4174E-02
1.0000E+00
1.9078E-06
2.5152E-01
1.7074E-04
8.0102E-07
1.0000E+00
4.3982E-01
7.1804E-02
5.7711E-01
1.0000E+00
1.2990E-04
3.9854E-03
1.5371E-09
9.3102E-08
7.5307E-02
1.0000E+00
3.8705E-03
7.0097E-01
1.5328E-01
1.4853E-03
2.7287E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
6.1149E-04
6.3042E-02
5.7731E-01
6.3042E-02
8.1768E-04
2.5117E-01
1.0000E+00
5.7795E-06
2.5117E-01
1.4313E-05
3.6953E-11
1.9499E-07

8.9307E-01
8.9307E-01
5.5960E-02
3.9733E-09
9.2299E-01
9.2299E-01
5.3731E-01
1.2511E-01
9.7616E-02
6.0213E-01
2.0641E-02
8.9307E-01
4.0104E-06
3.4351E-01
3.0868E-04
1.8109E-06
8.9307E-01
5.3731E-01
1.0706E-01
6.4645E-01
9.2299E-01
2.5723E-04
6.2200E-03
4.6428E-09
2.2360E-07
1.0841E-01
1.0000E+00
5.5831E-03
7.1604E-01
1.7228E-01
2.6838E-03
4.0048E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
1.0991E-03
8.1635E-02
6.5011E-01
8.1635E-02
1.3666E-03
2.9518E-01
1.0000E+00
1.1558E-05
2.9518E-01
2.7524E-05
1.9120E-10
4.4547E-07

NA

NA
7.2200E-02
1.4493E-19

NA

NA
1.0000E+00
4.8255E-02
1.0000E+00
1.0850E-01
3.4602E-02

NA
1.2004E-11
3.3741E-01
4.6522E-02
1.8331E-07

NA
3.3741E-01
4.7180E-02

NA

NA
3.8692E-04
1.2913E-02
1.4705E-08
2.2729E-01
5.5545E-01

NA
1.2485E-01
3.4091E-02
9.5791E-04
4.4573E-03
1.1493E-01

NA

NA
3.8176E-11
1.1493E-01
2.4843E-04
1.1493E-01
7.0184E-05
3.3912E-01

NA
3.8626E-01
3.3912E-01
2.0619E-01
3.4792E-02
2.5714E-01

NA

NA
1.1170E-01
1.9890E-18

NA

NA
8.1669E-01
8.3693E-02
1.0000E+00
1.6564E-01
5.9474E-02

NA
8.1083E-11
4.2271E-01
7.7420E-02
6.3846E-07

NA
4.2271E-01
8.2459E-02

NA

NA
9.9296E-04
2.4786E-02
6.4118E-08
2.9139E-01
5.9813E-01

NA
1.9189E-01
5.9462E-02
2.2747E-03
9.6874E-03
1.7800E-01

NA

NA
2.0321E-10
1.7800E-01
5.7760E-04
1.7800E-01
1.8253E-04
4.2371E-01

NA
4.5360E-01
4.2371E-01
2.8276E-01
5.8504E-02
3.1898E-01



C*07:05
C*07:07
C*07:08
C*07:09
C*07:17
C*08:01
C*08:02
C*08:03
C*08:04
Cc*08:10
C*12:02
C*12:03
C*12:04
C*14:02
C*14:03
C*15:01
C*15:02
C*15:04
C*15:05
C*15:06
C*15:09
C*16:01
C*16:02
C*16:04
C*17:01
C*18:01

0.0003
0.0000
0.0003
0.0003
0.0003
0.0104
0.0379
0.0025
0.0009
0.0000
0.0085
0.0416
0.0009
0.0126
0.0003
0.0000
0.0268
0.0000
0.0066
0.0000
0.0003
0.0448
0.0013
0.0003
0.0180
0.0063

0.0000
0.0003
0.0000
0.0000
0.0000
0.0431
0.0399
0.0022
0.0003
0.0003
0.0106
0.0275
0.0000
0.0072
0.0006
0.0003
0.0262
0.0003
0.0044
0.0003
0.0084
0.0281
0.0031
0.0009
0.0134
0.0019

0.0000
0.0000
0.0005
0.0005
0.0000
0.0124
0.0372
0.0038
0.0005
0.0000
0.0076
0.0458
0.0005
0.0129
0.0000
0.0000
0.0315
0.0000
0.0053
0.0000
0.0000
0.0377
0.0019
0.0000
0.0000
0.0000

0.0009
0.0000
0.0000
0.0000
0.0009
0.0065
0.0391
0.0000
0.0019
0.0000
0.0102
0.0335
0.0019
0.0121
0.0009
0.0000
0.0177
0.0000
0.0093
0.0000
0.0009
0.0586
0.0000
0.0009
0.0530
0.0186

4.9725E-01
1.0000E+00
4.9725E-01
4.9725E-01
4.9725E-01
8.7817E-17
6.9770E-01
8.0236E-01
3.7216E-01
1.0000E+00
4.4085E-01
1.9856E-03
1.2289E-01
3.1143E-02
1.0000E+00
1.0000E+00
9.3789E-01
1.0000E+00
2.3936E-01
1.0000E+00
2.0729E-07
3.7907E-04
1.7918E-01
6.2490E-01
1.5830E-01
5.5874E-03

5.7191E-01
1.0000E+00
5.7191E-01
5.7191E-01
5.7191E-01
2.3475E-16
7.6975E-01
8.2285E-01
4.1582E-01
1.0000E+00
4.8441E-01
3.0574E-03
1.5114E-01
4.4210E-02
9.0009E-01
1.0000E+00
8.7872E-01
1.0000E+00
2.6817E-01
1.0000E+00
4.3855E-07
6.3682E-04
2.0881E-01
7.3793E-01
1.9084E-01
8.6739E-03

NA
1.0000E+00
3.9528E-01
3.9528E-01

NA
3.3733E-11
6.6294E-01
2.9812E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
3.1077E-01
5.1979E-04
3.9528E-01
4.1542E-02
5.2184E-01
1.0000E+00
2.7107E-01
1.0000E+00
6.8443E-01
1.0000E+00
2.5370E-06
5.4994E-02
5.8573E-01
2.8276E-01
7.0721E-10
8.7554E-02
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NA
1.0000E+00
4.6325E-01
4.6325E-01

NA
9.2092E-11
7.2565E-01
3.4950E-01
9.5691E-01
1.0000E+00
3.6643E-01
7.9732E-04
4.6325E-01
5.7161E-02
6.1303E-01
1.0000E+00
3.2549E-01
1.0000E+00
7.3454E-01
1.0000E+00
5.0379E-06
7.1387E-02
6.6451E-01
3.4358E-01
1.8657E-09
1.1335E-01

2.5117E-01
1.0000E+00
NA
NA
2.5117E-01
7.1561E-11
1.0000E+00
2.0330E-01
1.5750E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
2.9553E-01
6.3042E-02
1.2660E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.3440E-01
1.0000E+00
9.4095E-02
1.0000E+00
6.9363E-03
9.8908E-06
7.5307E-02
1.0000E+00
6.8112E-12
4.0142E-08

2.9518E-01
1.0000E+00
NA
NA
2.9518E-01
3.6648E-10
9.4394E-01
2.3398E-01
1.7746E-01
1.0000E+00
8.7728E-01
3.7723E-01
8.1635E-02
1.5236E-01
1.0000E+00
1.0000E+00
1.5827E-01
1.0000E+00
1.2547E-01
1.0000E+00
1.0232E-02
1.9602E-05
1.0841E-01
9.0238E-01
4.9032E-11
1.0623E-07

3.3912E-01
NA
1.0000E+00
1.0000E+00
3.3912E-01
1.4091E-01
8.4421E-01
5.7592E-02
2.6694E-01
NA
5.4053E-01
1.1037E-01
2.6694E-01
1.0000E+00
3.3912E-01
NA
2.6696E-02
NA
2.4605E-01
NA
3.3912E-01
8.4237E-03
3.0676E-01
3.3912E-01
6.2157E-28
3.5962E-10

4.2371E-01
NA
1.0000E+00
1.0000E+00
4.2371E-01
2.0630E-01
7.6185E-01
9.3098E-02
3.3357E-01
NA
5.4683E-01
1.6433E-01
3.3357E-01
1.0000E+00
4.2371E-01
NA
4.8462E-02
NA
3.1273E-01
NA
4.2371E-01
1.5768E-02
3.7392E-01
4.2371E-01
1.3619E-26
2.0985E-09



Tabla S 5 Polimorfismos asociados a HLA identificados en Gag y PR-RT en VIH-1 subtipo B en México

Protein
a
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag

Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag

Gag

Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag

Alelo
HLA
B*49:01
B*49:01
B*38:01
C*03:03
C*03:03
A*30:01
B*15:01
A*26:01
A*30:01
B*15:01
A*03:01
A*30:01
A*03:01
A*03:01
A*30:01
A*24:02
A*24:02
A*24:02
B*49:01
B*35:03
B*49:01
C*03:04
A*02:06
A*02:06
A*68:03
C*12:03
C*07:02
C*07:04
B*15:30
B*40:02
B*40:02
B*50:01
C*08:01
B*57:01
C*06:02
C*14:02
C*14:02
B*35:16
B*35:01

B*35:01

Cod
on
VIH
12
12
15
18
18
26
26
26
26
26
28
28
28

28
28
30

30

30

34
34
34

34

44

44

54
58

63

65
66
67
67
70

71

75
76
79
79
82

83

83

Aminoacid

(o]

asociado

E
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Aminoacid

(o]

consenso

E

J X X XA XXX XXX X XX AOmMm
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Direccién de
la
asociacion

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

Adaptado

Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

Adaptado
no-Adaptado

Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
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W VF
3 28
6 25
4 36
0 93
93 0
36 20
61 34
3 42
12 44
31 64
46 70
23 33
50 66

10

157

17 39
33

68
30
T 92

38

10 %
3 28
6 1
28 3

14

60 ¢
23
s 11

23

1 g
28 84
0 59

49
015
73

10

9 69
67 98
13 3
11
4 | 6
2 20
69 36

16

14
707

21
. | o

21
g

FVv

741
51
29

162

1140
1228
1204
18
33
33
1072
1094
135

59
57
365

547

275
898
1030

218

1137

22

190
152

19

1053
76
915
310
1382

1283

18
564
1086
16
327

1160

14

FF

635
1319
1338
1153

175

121

107
1141
1321
1278

223

260
1160

1235
1297
648

466

1007

1101
307
346

985

25

1140

825
976

896

76
1307
327
932

1368
577
302

1372

1066

23

1169

valor de p

5.2188E-08
8.6263E-05
1.4292E-04
6.9077E-06
1.7715E-06
6.7641E-05
2.3418E-13
3.3392E-04
4.0304E-06
2.4531E-22
2.5322E-20
4.7816E-12
3.5140E-15

2.1896E-04
3.1011E-07
5.0758E-11

1.0864E-14

2.8664E-04

7.8576E-05
3.9269E-04
2.0513E-04

1.1691E-04
2.3904E-04

2.8942E-04

2.4874E-04
8.3730E-05

4.4881E-05

2.1289E-04
3.2052E-05
9.2991E-06
1.0244E-05
1.7090E-04

1.6255E-04

2.0627E-04
3.2379E-04
2.8461E-08
4.5425E-09
1.3803E-04

3.2991E-04

1.6434E-04

valor de q

1.1356E-04
7.0642E-02
1.0098E-01
1.0117E-02
3.4594E-03
6.0606E-02
1.4863E-09
1.6652E-01
6.3948E-03
4.6706E-18
3.8571E-16
1.8208E-08
3.3453E-11

1.3028E-01
7.3806E-04
1.6807E-07

8.2740E-11

1.5482E-01

6.9584E-02
1.8309E-01
1.2468E-01

1.0004E-01
1.3792E-01

1.5522E-01

1.4137E-01
7.0554E-02

4.4391E-02

1.2767E-01
3.2988E-02
1.2425E-02
1.3281E-02
1.1233E-01

1.3456E-01

1.2468E-01
1.6640E-01
7.2252E-05
1.2356E-05
9.9175E-02

1.6640E-01

1.0979E-01



Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

B*45:01
C*03:02
A*11:01
A*31:01
A*11:01
A*31:01
A*33:03
C*12:03
C*08:01
B*18:01
B*49:01
A*68:05
A*23:01
A*24:02
B*14:02
B*44:02
B*50:01
C*05:01
A*11:01
B*14:01
A*11:01
A*11:01
A*30:02
B*57:03
C*08:01
B*57:03
C*08:01
A*25:01
B*13:02
B*52:01
A*25:01
B*13:02
B*53:01
B*53:01
A*26:01
C*03:06
C*15:09
B*27:05
B*41:01
B*52:01
B*41:01
B*41:01
B*41:01
B*40:02
B*40:02
C*03:05

90
90
91

91
91
91

91
93
113
114
114
115
117

118

121
121
126
126
127
128
130
130
130
146
146
146
146
147
147
147
147
147
148
148
168
173
173
184
203
203
203
207
207

218

218
228
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no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
Adaptado

165

20

16
63

81

24

55

46

45
14
24
70
11

46

64

39
11
25
33

44

13
31
19
64
10
21

12

31
7

15

72
12

81
10

30
98

26
32

46
39

28
40

33
72

18

77

27

74

56

13

26
30

35

13

10

19

21

45
13

45

1021
40
533

525
32
460

132
563
40
1124

33
27

25

1016
135
1008
985
a7
1271
1261
36
19
781
741
542
491
1039
1041
1010
285
274
1332
22
1333
27
360
1366
1310
1245
66
1332
47

1046

93
25

7
1350
791

703
1292
749

1266
496
1059
217
1156
1334
1331

979

292
1207
341
318
1269
88
64
1289
1152
608
545
851
800
345
334
330
1094
1101
38
1348
26
1364
827

67
71
1311
a7
1332

188

1143
1326

3.7136E-07
3.3454E-04
3.1996E-07

7.2623E-06
3.2004E-05
2.6990E-04

7.7025E-06
8.4928E-05
3.5516E-04
3.8334E-04
2.2716E-04
2.2356E-04
3.7581E-04

3.6618E-04

1.2568E-04
3.8302E-04
1.7805E-04
1.1131E-05
4.9850E-06
4.8200E-05
9.0956E-09
2.1515E-05
3.7822E-06
1.5005E-04
1.8664E-05
3.8957E-05
9.0310E-05
1.3688E-04
2.9818E-12
2.3064E-04
2.2407E-04
1.0696E-12
2.3714E-06
7.9575E-05
1.8859E-04
6.6310E-06
4.9480E-05
1.1256E-04
1.2071E-05
2.6930E-04
1.0289E-05
3.1956E-06
3.1955E-06

5.1045E-05

2.5438E-04
1.9896E-05

8.0807E-04
1.6652E-01
6.1103E-04

1.0436E-02
3.2988E-02
1.4895E-01

9.3114E-03
7.0554E-02
1.7451E-01
1.8133E-01
1.3244E-01
1.6371E-01
1.8001E-01

1.7872E-01

9.2033E-02
1.8133E-01
1.1395E-01
1.4129E-02
7.5636E-03
4.6466E-02
2.3887E-05
2.4097E-02
6.1287E-03
1.0389E-01
2.1537E-02
3.9038E-02
8.4913E-02
9.9175E-02
1.2383E-08
1.6437E-01
1.3229E-01
5.4309E-09
4.4050E-03
6.9660E-02
1.1870E-01
8.2788E-03
4.7104E-02
9.9963E-02
1.5071E-02
1.4895E-01
1.3281E-02
5.4083E-03
5.4083E-03

4.7994E-02

1.7551E-01
2.2616E-02



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

A*26:01
A*26:01
B*57:01
B*57:03
B*58:01
B*57:01
B*57:03
B*58:01
A*11:01
A*31:02
A*11:01
A*68:01
C*03:06
C*03:06
B*27:05
B*27:05
B*27:05
B*27:05
B*52:01
B*52:01
B*39:06
C*01:02
C*01:02
B*14:01
C*07:02
B*14:01
C*07:02
B*50:01
B*41:01
B*41:01
B*30:02
B*39:02
B*39:02
B*51:01
B*51:01
C*03:03
C*03:04
C*03:03
C*03:04
B*48:01
B*48:01
A*11:01
B*07:02
A*11:01
B*07:02

230
230
242
242
242
242
242
242
252
252
252

255

257
257
264
264
268
268
280
280
286

286

286
302
302
302
302

309
312
312
315
319
319

326

326
340
340
340
340

342
342
357
357
357
357
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no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado

Adaptado

Adaptado

Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado

Adaptado

Adaptado

no-Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

166

50

19

12

50
17

15

23

18
15
18
36
37
58
12

19
11
14

50

19

12

64
15
38

15

16
12
26
17
20
51
33

41
12

58

14
47

19
11

13
22

13
10
42

35
10

87
19

16

24
68
45
85
42
14

122
1235
1338
1335
1333

36
49
42

362

334

528

1160
1379

1318
50
1185
169
895
60
596

596

633
1325
51
48
850

10
705
671

1274
1304
44

1139

126
291
285
1004
902

1169
136
908
362
335
859

1238
125
47
60
53
1349
1346
1344
768
1062
791

53

1379
54
1322
187
1203
443
1278
525

634

597
48
850
1325
51

1186
672
706

80
47
1307

127

1140
1019
915
306
298

143
1176
401
927
974
430

4.4386E-05
4.4934E-05
1.1214E-23
1.2100E-06
3.0894E-12
2.2722E-25
2.8854E-06
1.5466E-13
1.7167E-04
1.7375E-04
2.2780E-04

1.1641E-04

6.9684E-06
1.8104E-04
9.4211E-09
1.2549E-06
3.2092E-07
3.5375E-06
8.6613E-15
3.1918E-28
8.5229E-05

1.7696E-04

1.7153E-04
2.5441E-12
3.7078E-04
2.5439E-12
3.7078E-04

3.0043E-04
2.7919E-04
2.7532E-04
1.6420E-04
1.2460E-05
8.5542E-06

2.6443E-06

1.9372E-06
2.6205E-05
1.3934E-09
2.4167E-05
2.9194E-10

3.8333E-05
6.4093E-05
1.4863E-05
5.0650E-06
7.4381E-06
1.2661E-05

4.3873E-02
4.3873E-02
2.8468E-19
2.4906E-03
1.2383E-08
8.6526E-21
5.1104E-03
1.0708E-09
1.1233E-01
1.3784E-01
1.3244E-01

1.0004E-01

8.5598E-03
1.3927E-01
2.3917E-05
2.2227E-03
6.1103E-04
4.9576E-03
7.3293E-11
2.4309E-23
7.0554E-02

1.3894E-01

1.3784E-01
1.1398E-08
1.7872E-01
1.1398E-08
1.7872E-01

1.5961E-01
1.8817E-01
1.8722E-01
1.0979E-01
1.5306E-02
1.1845E-02

4.7949E-03

3.6884E-03
2.8510E-02
3.9304E-06
2.6674E-02
8.8937E-07

3.8925E-02
5.8110E-02
1.7686E-02
7.5636E-03
1.0490E-02
1.5306E-02



Gag

Gag
Gag
Gag

Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag

Gag
Gag
Gag

Gag
Gag
Gag

Gag

Gag

Gag
Gag
Gag
Gag

B*35:12
B*48:01
C*15:02
B*15:03
B*51:01
A*24:02
B*45:01
B*50:01
B*45:01
B*41:01
A*02:06
B*15:01
B*15:01
Cc*17:01
C*12:03
A*68:01
A*31:01
A*31:02
C*04:01
A*31:01
A*31:02
C*04:01
B*40:02
C*06:02
B*08:01
B*40:02
B*40:02
A*31:01
A*31:01
A*31:02
C*16:01
A*30:01
A*31:01
A*30:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
B*07:02
Cc*17:01
Cc*17:01
C*16:01

357

370
372
372

372

374

374
374
374
383

386

386
386
387
388

390

397
397
397

397
397
397

398
398
398

398

398

401

401

401
401
403

403
403
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411
415
415
419
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Adaptado

Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

no-Adaptado

no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado

Adaptado

no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado

Adaptado
Adaptado
Adaptado

no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

Adaptado

Adaptado
Adaptado
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1384
32
1382
1423
114

121

1068

403
975
53
1385

17

1270
1146

166

66

140
1012
82

16

115

796

488

1352

1345
1259
166

1271

82

39
35
34
1362
1393
1402
425
1270
1365
513
1398
64
1435
66
32
1233

1108

161

979
407
1386
54

1289

906
206
167

1147

1297

1223
351
1300

1347

3.7846E-04

5.3142E-06

5.2502E-08

7.3317E-05

5.1561E-04
4.8133E-05
2.8374E-11

2.1687E-04

4.8309E-04

5.5596E-04
3.2664E-04
3.9564E-04
4.8133E-06
9.2849E-06
4.0752E-04
9.8660E-05
1.1550E-04
2.2987E-04
8.6009E-05
2.8753E-05
5.0178E-06
4.9531E-04
2.4630E-04
2.4335E-04
2.5951E-04

8.0662E-25

7.6583E-26

5.9077E-30
1.5161E-29
1.0469E-14
1.4890E-14

1.7475E-04

5.3085E-04
2.5252E-04
5.5226E-04

5.4225E-04

1.2684E-06

7.6197E-06
1.2388E-12
1.8428E-05

4.6737E-04

1.6713E-01

6.1757E-03

9.6604E-05

5.2221E-02

1.9134E-01
3.2206E-02
7.9551E-08

1.0761E-01

1.8391E-01

1.9641E-01
1.4570E-01
1.7129E-01
5.9043E-03
9.5353E-03
1.7304E-01
6.6031E-02
7.2204E-02
1.1668E-01
6.0288E-02
2.4418E-02
5.9888E-03
1.8536E-01
1.1991E-01
1.1991E-01
1.2192E-01

5.9368E-21

6.7638E-22

1.3044E-25
2.2317E-25
5.7792E-11
7.3061E-11

9.6124E-02

1.9374E-01
1.1991E-01
1.9641E-01

1.9628E-01

1.6974E-03

8.2703E-03
4.2081E-09
1.5070E-02

1.8125E-01



PR-RT
PR-RT

PR-RT

PR-RT
PR-RT
PR-RT

PR-RT

PR-RT

PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT
PR-RT

C*12:02
C*12:02
C*01:02
B*27:05
B*44:03
B*39:02
C*04:01
C*04:01
B*44:03
A*30:02
A*30:02
A*30:02
B*51:02
A*29:02
A*30:02
C*05:01
A*30:02

416
416

416

421
421
421

423

423

428
432
432
433
433
433
434
434
434

o n 44 < < >

OO 230 Z2<0mrr m

O 0o unon < <<

- O

OO 60600000

Adaptado
no-Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

Adaptado

no-Adaptado

Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado

7

20
16

14

51
49

22

16
12
31

74
30

22

30

30
72

24
49

61
32
13
37
13
50
40

14

119
1332

1192

108
101
1270

850

94

140
115
1227
10
28
13

1180
1228

1346
133

112

1337
1295
153

101

857

1173
1239
127
1339
1347
1327
1336
122
114

2.6133E-04
6.1513E-05

4.5325E-04

4.1045E-04
4.2029E-04
1.1393E-04

7.2134E-05

1.3409E-04

2.5026E-04
2.4276E-04
8.2630E-05
8.3896E-08
2.2933E-04
4.6956E-04
1.2765E-04
4.5832E-04
5.0589E-05

1.2148E-01
4.5273E-02

1.8071E-01

1.7424E-01
1.7509E-01
7.2204E-02

5.2220E-02

7.8949E-02

1.1991E-01
1.1555E-01
4.8653E-02
1.4819E-04
1.1668E-01
1.8690E-01
7.7221E-02
1.8071E-01
3.7864E-02

Se muestra la direccion de cada asociacion como Adaptado y no-Adaptado. La columna VV-FF denotan

una tabla de contingencia de 2x2. VV, el nUmero de individuos que expresan el alelo HLA y el aminoacido
seleccionado; VF numero de individuos que expresan el alelo HLA, pero no el aminoéacido seleccionado y
asi sucesivamente. Todas las asociaciones son g<0.2.
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Tabla S 6 Polimorfismos asociados a HLA identificados en Gag y PR-RT de VIH-1 de subtipo B en

Proteina

Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

Alelo
HLA
B*49:01
C*08:02
A*33:03
B*49:01
A*11:01
A*23:01
C*03:04
A*34:02
A*34:02
A*03:01
A*03:01
A*03:01
B*15:01
A*68:01
A*30:01
B*15:01
A*30:01
B*08:01
B*15:01
A*30:01
A*03:01
A*30:01
B*45:01
A*03:01
A*30:01
A*03:01
A*30:01
C*03:04
A*24:02
C*01:02
A*24:02
B*48:01
C*03:04
C*03:04
C*03:04
B*40:01
C*03:04
B*52:01
C*08:01
B*52:01
C*08:01
A*02:05
A*68:02
B*35:08

Codon
VIH
12
12
12
12
12
15
15
18
18
18
20
20
20
26
26
26
26
26
26
26
28
28
28
28
28
28
28
30
30
30
30
34
34
34
46
46
46
53
53
53
53
54
54
54

Aminoacido
asociado

DO X XTIV IOVTOOHOXXX®MIBT$®XIWVWZ XXXV IOVOIWTOVT X4 0n X" mMmmMmMmOI O

— |- |=| =

T > > Hd 40 n <<

Canada/EUA
Aminoacido Direccion
consenso de la
asociacion
E Adaptado

0 0O XRAAAXAAXAAXAAAAAAXAXAAXRXARAXNAODDODOD"X"XDD T MmMMM

n un n 4444 < < <

no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
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vV

10

15

49

10
15
14
270
142
108
59
69
14
28
68
10
55
22
21
151
27
68
28
110
57

150
46
122
60
26
81
156

33
25

VF

31
88
30
38
98
70
187

23
273
275

19

10

25
69
53
164
70
57
234
65
31
138
56
225
39
103
164
127
71
13
70
133
168
25
37
33
25

28
53
18

FV

42
49
711
725
281

1121
126
121
11
964
1090
945
1009
1002
35
111
71
22
696
729
722
184
303
80
121
518
574
176
342
896
857
174
7
939
924
18
18
1122
1223
266
268
26

FF

1188
1104
511
501
842
1140
1066
135
1112
862
972
19
28
194
176
132
1170
968
1063
1183
286
455
485
798
855
897
1083
537
476
960
708
268
217
899
999
159
153
1123
1224
19
19
968
949
1225

valor de
p

3.602E-07
1.058E-03
5.293E-04
3.124E-09
2.985E-04
1.133E-03
1.126E-03
1.103E-04
2.939E-04
2.432E-04
7.204E-05
1.578E-04
4.096E-04
9.335E-04
2.638E-05
1.129E-28
2.635E-05
4.539E-04
2.051E-38
7.772E-07
1.231E-66
1.959E-19
4.770E-04
3.159E-35
8.314E-04
6.029E-07
1.639E-05
1.008E-03
1.596E-11
8.438E-06
1.847E-20
8.401E-04
1.870E-10
3.658E-08
6.902E-04
8.870E-04
3.661E-04
1.232E-03
2.698E-04
1.109E-03
3.397E-04
1.487E-04
1.135E-09
8.605E-04

valor de q

2.419E-04
1.821E-01
1.100E-01
3.030E-06
7.208E-02
1.892E-01
1.888E-01
3.851E-02
7.877E-02
6.977E-02
2.317E-02
4.384E-02
9.121E-02
1.698E-01
9.596E-03
5.747E-25
1.081E-02
1.071E-01
1.567E-34
4.847E-04
7.521E-62
4.787E-16
1.117E-01
2.145E-31
1.558E-01
3.878E-04
7.364E-03
1.765E-01
2.438E-08
3.906E-03
4.702E-17
1.560E-01
2.380E-07
3.105E-05
1.320E-01
1.628E-01
8.376E-02
1.986E-01
7.527E-02
1.882E-01
8.621E-02
4.808E-02
1.261E-06
1.571E-01



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

B*49:01
C*12:03
A*02:05
B*49:01
B*14:02
B*49:01
A*26:01
A*68:01
B*49:01
B*49:01
A*74:01
A*74:01
B*40:01
C*14:02
B*48:01
B*15:10
B*15:07
B*49:01
C*04:01
A*30:01
B*55:01
C*03:04
A*23:01
C*02:02
B*55:01
C*03:04
B*40:02
B*58:01
A*02:01
B*38:01
B*35:08
A*01:01
A*66:01
B*57:03
A*01:01
A*01:01
B*15:10
B*15:10
A*01:01
B*18:01
A*01:01
A*29:02
C*14:02
A*01:01
C*14:02
C*14:02
B*07:02
B*18:01
A*29:02

54
54
54
54
55
55
55
55
58
58
59
59
62
62
62
62
63
65
65
66
67
67
67
67
67
67
68
69
69
69
72
75
75
75
75
76
76
76
76
78
79
79
79
79
79
81
81
81
81

OO0 XV XOOmMmMmOowwnw TV T

mT T4 TV T X r »nwnw>»>» >»>» T I IOXR —

4 >» » < < I NMmmTmr XWX XTo—
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Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
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21
19

19
16
16
18
22

14
82
30

17

16
61
38
86
27
49
42
100
38

19

13

242
189
12
24
85
87
118
11
10
150
17
15
11
4
114

45
107

22
61
22
a7
88
23
19
14

21
24
14
16

36
227

43
104
86
110
37
90

39
475
30
19
262
22
14
32
86
24
12
190

157
94
21

125
27
16

242
91

21
24
871
922
91
940
125
118
143
1077
50
1186
666
770
26
28
1177
45
36
1046
372
320
360
334
768
727
1195
73
18
31
32
21
32
71
914
551
727
487
427
1146
246
336
13
731
862
7
i

1043

1198
1134
311
311
1096
293
1028
961
1090
156
1172
65
415
446
1185
1153
27
1157
989
84
817
736
700
662
373
329
36
1153
758
1125
1213
976
1216
1184
84
446
507
747
570
27
751
769
1226
266
364
1162
900
1171
101

5.327E-04
1.820E-04
1.213E-03
1.131E-03
9.923E-04
1.936E-04
3.895E-04
9.626E-04
9.208E-07
2.314E-06
3.618E-04
8.240E-04
6.198E-04
1.186E-04
8.948E-04
3.155E-04
5.721E-04
1.103E-03
5.483E-04
5.300E-04
3.872E-05
2.630E-05
6.160E-04
5.636E-04
3.400E-04
4.390E-06
6.765E-04
1.018E-03
4.236E-04
5.792E-04
6.307E-04
1.120E-04
6.298E-04
2.522E-04
1.123E-03
3.042E-06
7.326E-04
4.240E-04
2.693E-05
7.389E-04
5.546E-08
3.204E-04
9.979E-11
1.068E-08
1.715E-09
2.405E-10
2.871E-04
1.015E-03
5.045E-04

1.103E-01
4.965E-02
1.965E-01
1.905E-01
1.768E-01
5.235E-02
9.446E-02
1.725E-01
5.571E-04
1.263E-03
8.951E-02
1.521E-01
1.297E-01
3.469E-02
1.637E-01
8.245E-02
1.227E-01
1.877E-01
1.124E-01
1.178E-01
1.344E-02
1.081E-02
1.294E-01
1.225E-01
8.621E-02
2.181E-03
1.358E-01
1.768E-01
9.288E-02
1.238E-01
1.305E-01
3.889E-02
1.305E-01
7.168E-02
1.905E-01
1.575E-03
1.386E-01
9.288E-02
9.739E-03
1.443E-01
4.519E-05
8.332E-02
1.386E-07
9.743E-06
1.777E-06
2.940E-07
7.767E-02
1.782E-01
1.142E-01



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

A*68:01
C*14:02
B*15:01
B*15:01
A*02:01
A*30:01
A*11:01
C*14:02
A*11:01
A*30:01
A*29:02
C*14:02
A*24:02
C*02:02
C*14:02
A*11:01
A*30:01
A*33:01
C*05:01
A*11:01
B*35:03
A*11:01
A*68:01
A*31:01
C*06:02
A*11:01
A*11:01
C*07:01
A*34:02
B*08:01
B*40:01
A*11:01
A*31:01
C*14:02
A*11:01
B*51:01
B*08:01
B*40:01
C*06:02
A*31:01
B*08:01
B*40:01
A*31:01
B*08:01
B*40:01
B*52:01
A*03:01
A*03:01
B*52:01

81
81
82
82
83
84
84
84
84
84
86
86
86
86
86
89
90
90
90
90
90
91
91
91
91
91
91
91
92
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
94
94
94
94
94
94
95
95
95
95

- =

n ZXXXO0O0O0TDO0O0OO0RI<<K<TTnTn<K<KAEHACdDHd<LKKLK

mmmmmoO o o0 O o —

I 0 X X< <KL

ARAARAAXAARAROOOOOI<K<K< < <A4AA444d>» << 44

A X AR AKKLLKKELLK K <K MMM mMmMmMmMmMmMmMmmMmMMM

no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
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91
15
57
82

44
64
12
81
22

133
26
141

37
184
120

20
10
54
79
41
23

105
76
49
38
13
99
76
71
24
89
37
65
45
50

115
62
26

185

101

14
16
82
57
503
22
82
32
65
44
111
46
216

61

11
26
51
126
97
51
105
120
124
294

92
31
106
57
29
55
49
109
83
107
50
116
62
37
66
45

104
188
42

1066
1150
338
789
12
611
501
585
529
588
15
18
24
1061
1204
1118
16
1115
981
1047
34
67
77
392
367
395
81

1090
464
499
523
534
559
553
558
575
629
537
318
289
309
866
800
854
897
762
205
299

91
89
796
345
757
594
534
556
596
617
1021
1091
965
35
32

1190
102
93
78
928
1053
1082
766
712
683
1044
892
39
602
667
591
640
668
562
537
492
537
471
867
800
855
319
289
310
321
220
777
921

2.761E-04
3.201E-10
2.996E-04
4.942E-04
5.970E-05
3.669E-04
8.923E-07
1.416E-04
3.454E-05
3.824E-04
6.264E-04
3.540E-04
4.405E-04
6.760E-04
2.561E-04
2.922E-04
1.054E-03
7.712E-04
9.692E-04
6.070E-05
6.811E-04
1.594E-06
1.742E-04
2.737E-05
2.118E-05
3.949E-04
9.556E-06
3.856E-05
1.201E-03
7.921E-04
2.352E-14
1.030E-04
2.872E-04
2.374E-04
3.323E-04
1.048E-03
9.398E-04
4.245E-16
6.594E-04
2.759E-06
2.526E-06
7.968E-08
2.987E-06
1.933E-06
9.293E-08
3.710E-04
5.494E-07
6.914E-08
1.090E-03

7.599E-02
3.835E-07
7.208E-02
1.045E-01
2.238E-02
8.376E-02
5.508E-04
4.629E-02
1.353E-02
8.592E-02
1.305E-01
8.830E-02
1.043E-01
1.358E-01
6.468E-02
7.867E-02
1.813E-01
1.501E-01
1.721E-01
2.258E-02
1.360E-01
9.105E-04
5.376E-02
1.108E-02
9.117E-03
9.500E-02
4.000E-03
1.491E-02
1.957E-01
1.532E-01
4.636E-11
3.084E-02
7.767E-02
6.842E-02
7.780E-02
1.814E-01
1.704E-01
9.607E-13
1.343E-01
1.285E-03
1.366E-03
6.243E-05
1.372E-03
1.084E-03
7.188E-05
9.142E-02
3.025E-04
4.448E-05
1.861E-01



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

C*07:01
B*44:02
C*03:02
A*24:02
B*49:01
B*37:01
A*68:02
C*06:02
A*68:01
B*14:02
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2.018E-27
1.411E-25
5.945E-07
1.932E-09
7.583E-05
6.277E-04
3.849E-04
1.113E-03
1.031E-03
9.831E-04
1.447E-10
2.700E-06
4.881E-04
2.736E-04
1.380E-06
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3.827E-03
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1.415E-03
4.508E-03
2.429E-06
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9.176E-02
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C*03:03
C*03:04
B*53:01
B*57:01
B*53:01
B*57:01
C*03:03
C*03:04
B*55:01
A*02:06
B*57:03
A*02:06
B*57:03
B*07:02
A*11:01
A*11:01
B*07:02
B*07:02
B*07:02
B*15:01
B*15:01
C*15:05
A*68:02
C*15:02
C*15:05
B*39:05
C*15:02
C*06:02
A*68:02
A*33:03
B*27:05
B*45:01
C*07:04
C*07:04
A*74:01
B*45:01
C*01:02
C*05:01
A*31:01
B*15:10
B*51:01
A*02:05
B*13:02
A*02:01
C*07:04
B*08:01
C*07:04

335
335
340
340
340
340
340
340
340
340
341
342
342
342
342
357
357
357
357
362
362
370
371
372
372
372
372
372
372
373
373
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374
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374
374
374
375
375
375
375
375
375
376
376
376
378
378
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no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado

180

38

102

177
58
74
26
33
10

38

55
35
242
79
57

49
202

136

50

26

20

23
39

12
15
19
27
19

26
17

17

13
12
24
33
69
74

107

180

56
35

61
80
245
202
49
134

12
11
33
15
19
39
159
39
13
29
20
61
66
10
12
118
149
66
16
115
19
24
443
61
180
59

1209
10
808
783
852
920
227
248
245
257
1236
48
49
1175
1192
705
821
216
291
126
890
49
986
73
850
890
891
160
153
88
281
637
688
779
23
84
200
198
227
229
182
177
53
688
968
21
34
36
45

11
1210
244
265
233
259
878
931
849
794
10
1177
1195
50
52
318
247
829
732
891
127
990
65
1137
308
301
304
957
1038
875
798
498
348
413
1147
1053
1013
1016
784
789
979
917
1079
488
241
677
1118
1036
1129

1.870E-04
1.527E-04
7.193E-04
4.556E-06
8.304E-04
6.389E-05
3.585E-05
2.391E-05
4.040E-06
3.288E-08
5.565E-05
3.939E-05
2.305E-04
1.607E-05
3.084E-04
8.840E-30
4.455E-07
5.749E-06
7.120E-29
7.825E-05
1.045E-04
1.361E-04
2.381E-04
1.240E-03
6.247E-05
1.204E-07
1.237E-04
3.337E-04
1.292E-04
1.061E-03
1.024E-03
7.973E-04
8.295E-04
1.776E-04
3.748E-04
1.151E-03
9.358E-04
1.308E-05
1.222E-04
8.006E-04
2.884E-04
1.118E-03
1.260E-04
4.709E-04
2.212E-04
1.197E-04
1.146E-03
6.187E-04
4.649E-06

5.656E-02
4.885E-02
1.418E-01
2.245E-03
1.558E-01
2.099E-02
1.395E-02
8.856E-03
2.024E-03
2.870E-05
2.112E-02
1.360E-02
5.943E-02
6.177E-03
7.361E-02
5.402E-26
2.927E-04
2.766E-03
3.956E-25
2.829E-02
3.671E-02
4.471E-02
6.115E-02
1.994E-01
2.300E-02
9.198E-05
4.166E-02
8.568E-02
4.267E-02
1.821E-01
1.788E-01
1.532E-01
1.558E-01
5.435E-02
9.176E-02
1.911E-01
1.679E-01
5.226E-03
4.147E-02
1.532E-01
7.106E-02
1.887E-01
4.184E-02
1.107E-01
6.468E-02
4.109E-02
1.907E-01
1.228E-01
2.273E-03



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

B*08:01
C*07:04
B*27:05
C*07:01
B*27:05
B*27:05
A*31:01
B*27:05
B*40:02
B*27:05
A*02:01
B*15:07
C*08:01
C*17:01
B*15:03
C*08:01
A*31:01
C*03:03
A*31:01
A*30:01
A*30:02
A*31:01
B*52:01
A*31:01
A*31:01
B*53:01
B*48:01
A*31:01
A*31:01
B*48:01
B*35:08
B*40:02
B*40:02
C*08:01
B*08:01
A*30:02
B*40:02
C*08:01
A*03:01
A*31:01
A*31:01
B*39:05
A*31:01
A*34:02
A*31:01
A*33:01
A*33:03
A*30:01
A*30:01

378
378
380
380
380
383
383
383
384
385
385
386
387
387
387
387
388
389
389
389
389
389
389
390
390
395
397
397
397
397
398
398
398
398
398
398
398
398
401
401
401
401
401
401
403
403
403
403
403
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no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado

181

174
57
48

127

53

14

53
29
14

25
20

18
13
27
24

28
55
48
26
37
49

17

13
52
11
27
261
64
21

69
25
39
10
69

23
11
26
179
53
23
79
62
36
24
461

22
51

80
105
67
54
17
62
22
55
28

49
37
26
18
38
26
34

197

32
20
28
22
62
15
89
11
18
14
18
69
10

1009
1101
477
380
661
1117

28
30
1018
58
1128
67
70
1090
1127
141
28
92
89
498
516
520
197
981
1225
1136
1132
66
113
15
15
50
58
46
1055
1100
1080
840
1057
88
21
24
24
472
516
502
531
665

63
74
701
513
516
76
1174
1165
1195
170
679
122
1171
1123
112
111
1041
1076
1088
1109
687
663
684
993
209

114
67
1133
1137
1186
1228
1192
1180
878
165
142
154
132
141
1096
1229
1151
1245
720
724
720
669
535

9.121E-04
3.192E-07
7.544E-09
2.223E-04
1.403E-09
6.501E-11
1.690E-05
5.430E-11
9.596E-04
6.655E-05
1.779E-04
6.054E-04
8.358E-05
6.777E-04
2.303E-05
4.414E-05
1.000E-03
4.839E-04
3.501E-04
5.858E-06
1.219E-04
6.808E-05
1.830E-04
3.834E-09
1.355E-08
6.367E-04
1.721E-04
4.966E-39
2.969E-39
1.725E-04
1.176E-04
3.388E-04
3.395E-13
5.652E-04
1.052E-03
4.770E-04
2.042E-24
5.524E-04
3.848E-04
5.243E-08
1.825E-07
7.189E-04
3.007E-04
6.378E-04
4.233E-21
1.632E-04
1.293E-07
2.202E-10
1.655E-10

1.649E-01
2.167E-04
6.985E-06
6.468E-02
1.478E-06
9.458E-08
7.537E-03
8.094E-08
1.710E-01
2.175E-02
5.435E-02
1.209E-01
2.633E-02
1.358E-01
9.840E-03
1.507E-02
1.776E-01
1.129E-01
8.769E-02
2.797E-03
4.147E-02
2.201E-02
5.564E-02
3.124E-06
1.010E-05
1.243E-01
5.352E-02
4.335E-35
3.024E-35
5.352E-02
4.059E-02
7.894E-02
6.102E-10
1.225E-01
1.817E-01
1.026E-01
7.340E-21
1.129E-01
9.370E-02
3.521E-05
1.328E-04
1.418E-01
7.954E-02
1.312E-01
1.176E-17
4.491E-02
9.634E-05
2.746E-07
2.151E-07



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

A*31:01
A*33:01
A*33:03
A*31:01
A*24:02
A*31:01
C*12:02
B*15:03
C*08:01
B*40:01
B*40:01
B*40:02
C*03:04
B*40:02
B*40:02
B*40:02
B*13:02
B*40:02
C*17:.01
B*13:02
C*08:02
B*13:02
C*08:02
B*13:02
B*13:02
B*07:02
A*31:01
B*13:02
A*31:01
B*13:02
A*02:01
B*13:02
B*35:01
A*31:01
A*74:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
A*74:01
A*02:01
B*15:01
A*31:01
A*31:01
A*11:01
A*33:01
B*57:03
A*24:02
B*15:03

403
403
403
404
404
404
406
418
419
425
425
427
427
427
428
429
429
429
429
436
436
436
436
437
437
437
439
439
439
439
440
440
440
441
441
441
441
441
441
441
441
441
442
442
443
443
449
453
453
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no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado

182

18
14
18
13

212
74
20
11
26

104

14

23

54
37
45
35
7
12

29
12

72
49
14

499
40
218
46
14

10

15

25

72
14

21

69
25
39
74

13

18

106
28
178
20
39
37

12

35
82
18
35
237
15

73
38

41
14
i
7
76
72

455
140
14
72
137
22
33
216
11

716
720
715
18
1000
1162
1088
901
1238
1016
150
72
35
1017
34

1199
1216
1153
1191
1083
39
41
1192
14
10
1157
1177
28
35
748
1211
1029
985
1017
31
18
49
91
97
76
98
1128
46
19
22
65
73
1107

476
520
505
1176
40
32
84
288
12
155
1021
1161
960
215
1204
1228
19
21
21
40
37
1192
1140
38
1216
945
32
39
1161
1190
22
18
18
202
227
1157
1170
1139
1094
1157
653
1023
61
1143
1041
1156
1015
981
137

4.653E-21
2.539E-04
4.343E-07
2.390E-08
8.851E-04
7.925E-07
1.128E-03
7.984E-04
4.350E-04
5.478E-04
2.704E-05
1.177E-12
9.463E-04
3.453E-08
7.615E-04
2.776E-06
6.334E-04
6.266E-05
1.004E-03
2.000E-07
7.360E-04
1.528E-07
9.085E-04
2.873E-14
7.338E-12
8.495E-04
6.247E-08
2.092E-05
2.161E-07
7.207E-06
8.022E-04
3.274E-05
2.872E-04
1.696E-14
3.606E-06
2.237E-04
2.334E-05
2.970E-04
5.916E-04
3.647E-06
5.372E-04
9.791E-04
1.425E-05
5.533E-06
5.045E-04
8.224E-04
1.171E-03
6.407E-04
1.506E-04

1.236E-17
6.437E-02
2.885E-04
1.698E-05
1.628E-01
4.007E-04
1.888E-01
1.532E-01
1.034E-01
1.200E-01
1.101E-02
1.893E-09
1.706E-01
2.972E-05
1.431E-01
1.450E-03
1.243E-01
2.070E-02
1.779E-01
1.438E-04
1.442E-01
1.125E-04
1.657E-01
5.487E-11
1.150E-08
1.573E-01
5.023E-05
9.067E-03
1.270E-04
3.388E-03
1.532E-01
1.157E-02
7.106E-02
3.454E-11
1.836E-03
6.478E-02
9.904E-03
7.926E-02
1.189E-01
1.842E-03
1.185E-01
1.729E-01
6.450E-03
2.683E-03
1.142E-01
1.556E-01
1.933E-01
1.314E-01
4.843E-02



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

C*18:01
C*01:02
B*35:01
A*01:01
C*01:02
B*53:01
C*01:02
B*07:02
B*18:01
C*06:02
C*07:02
B*37:01
C*07:02
B*13:02
A*32:01
B*13:02
A*23:01
B*44:03
B*58:01
A*68:01
B*35:03
B*40:02
A*24:02
B*08:01
B*08:01
B*44:02
A*02:01
A*01:01
B*40:01
A*02:01
B*40:01
B*40:02
B*40:01
B*40:02
B*49:01
B*13:02
C*07:02
C*12:03
C*07:02
C*12:03
A*03:01
A*68:01
A*68:01
B*07:02
B*07:02
C*12:03
A*02:01
B*52:01
B*51:01

460
462
462
462
462
464
464
467
467
469
470
470
470
471
473
475
476
477
477
478
478
478
479
479
479
479
480
481
481
481
482
482
482
482
482
484
487
487
487
487
488
490
490
495
495
498
499
500
500
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Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado
no-Adaptado
Adaptado
Adaptado

183

12

282
123

132
98
17

200

34
39
67
85

58
23

135
87
30
16

14

421
51
14
43
21
33
41

189
92

120
58

72
31
193
67
15
57
4
11

127
155

55
131
243

94

29
220

117
42
36
10
10
20
36
35
26
42
76
86

143

137

499

252
94
79
55
27
63
20
23

132
63
201
97
266
31
72
67
193
72
460
26
110

958
12

898
1112
31
37
31
26
837
245
802
673
30
458
1170
1122
989
124
578
653
175
575
654
96
108
12
28
35
680
118
155
981
1003
991
1194
659
756
269
331

521
677
860
183
122
110

25

210
1128
1051

31
28
1126
1052

951
1105

124

713

383

287
1202

686

79
56

181

993

521

572
1058

422

439

997

940

745

909
1127

76
1061
1089

198

241

238

50

318

387

708

812

901

677

521

186

863

869

680
1269
1162

1.088E-03
5.044E-04
6.978E-04
3.370E-04
1.537E-04
8.338E-04
9.655E-04
2.642E-04
4.939E-04
5.337E-04
8.388E-04
1.194E-03
2.226E-04
7.506E-04
2.859E-04
5.404E-04
2.470E-04
3.212E-05
1.009E-03
1.047E-03
1.735E-05
5.230E-04
4.209E-05
8.008E-04
3.167E-05
2.633E-04
6.040E-04
5.272E-04
5.259E-04
5.686E-04
6.164E-24
3.697E-04
1.380E-24
1.310E-04
1.993E-04
9.206E-04
3.158E-04
4.237E-04
6.953E-05
1.482E-04
1.180E-03
2.237E-07
2.236E-07
8.822E-04
7.180E-04
2.184E-04
7.655E-04
3.557E-04
5.179E-04

1.858E-01
1.142E-01
1.389E-01
8.617E-02
4.893E-02
1.558E-01
1.725E-01
7.405E-02
1.045E-01
1.182E-01
1.560E-01
1.954E-01
5.814E-02
1.416E-01
7.767E-02
1.188E-01
7.052E-02
1.273E-02
1.781E-01
1.814E-01
6.584E-03
1.094E-01
1.618E-02
1.487E-01
1.273E-02
7.405E-02
1.273E-01
1.176E-01
1.176E-01
1.227E-01
2.093E-20
8.399E-02
5.270E-21
3.723E-02
5.365E-02
1.659E-01
7.450E-02
9.288E-02
2.544E-02
4.191E-02
1.939E-01
1.571E-04
1.571E-04
1.605E-01
1.363E-01
6.416E-02
1.431E-01
8.837E-02
1.168E-01



PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
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Se muestra la direccion de cada asociacion como Adaptado y no-Adaptado. La columna VV-FF denotan una
tabla de contingencia de 2x2. VV, el nimero de individuos que expresan el alelo HLA y el aminoacido
seleccionado; VF numero de individuos que expresan el alelo HLA, pero no el aminoacido seleccionado y asi

sucesivamente. Todas las asociaciones son <0.2.
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Tabla S 7 Comparacion de la fuerza de seleccion para los polimorfismos asociados a HLA en Gag y PR-RT
entre México y Canada/EUA

) Alelos Cod Aminoacido INOR* Valor de p Comparaciones
Proteina HLA Asociado México Canada/ México Canada/ Valor Valor
VIH EUA EUA de p deq

Gag C*08:02 12 D 0.161 -1.356 4.51E-01 1.10E-03 0.0049 0.0380
Gag A*33:03 12 E -0.410 -1.025 2.39E-02 5.29E-04 0.5949 0.7175
Gag A*11:01 12 K 0.309 0.400 3.14E-02 2.98E-04 0.6636 0.7765
Gag B*49:01 12 D 1.810 2.202 1.08E-04 3.60E-07 0.6000 0.7216
Gag B*49:01 12 E -2.388 -2.903 9.26E-09 1.35E-07 0.9180 0.9707
Gag B*38:01 15 A 1.634 -6.000 1.43E-04 4.25E-01 0.0332 0.1044
Gag A*23:01 15 S 0.843 2.233 4.21E-01 1.13E-03 0.2897 = 0.4270
Gag C*03:04 15 T 0.307 1.307 6.73E-01 1.13E-03 0.0028 0.0295
Gag C*03:03 18 K 6.000 0.098 1.77E-06 2.19E-01 0.0000 0.0003
Gag C*03:03 18 R -6.000 -0.173 6.89E-06 5.85E-01 0.0000 0.0015
Gag A*34:02 18 R -6.000 1.344 2.08E-01 2.94E-04 0.0041 0.0346
Gag A*03:01 18 R -0.750 -0.907 8.30E-02 2.43E-04 0.9773  0.9970
Gag A*34:02 18 K 0.125 -2.267 9.03E-01 1.10E-04 0.0803 0.1803
Gag B*15:01 20 R -0.060 -1.011 5.98E-01 4.09E-04 0.2500 0.3904
Gag A*03:01 20 R -0.299 -1.273 2.11E-01 1.58E-04 0.1059 0.2172
Gag A*03:01 20 Q -0.364 1.504 8.27E-01 7.20E-05 0.0384 0.1147
Gag B*15:01 26 R 2.932 2.686 2.45E-22 2.14E-38 0.0074  0.0473
Gag A*26:01 26 S 1.510 -0.749 3.34E-04 3.57E-01 0.1111 0.2252
Gag A*68:01 26 K 0.157 1.321 7.82E-01 9.33E-04 0.3047 = 0.4406
Gag A*30:01 26 K -1.730 -0.885 6.76E-05 6.62E-04 0.9586 0.9955
Gag B*08:01 26 R -0.990 0.398 8.34E-01 4.55E-04 0.0103 = 0.0556
Gag A*30:01 26 N 2.390 2.179 4.03E-06 2.63E-05 0.2379 0.3787
Gag A*30:01 26 S 1.538 2.244 6.94E-01 9.15E-06 0.0080 0.0493
Gag B*15:01 26 K -1.836 -2.035 2.34E-13 1.12E-28 0.0079  0.0489
Gag A*30:01 28 K -1.798 -1.554 4.77E-12 1.96E-19 0.0166 0.0718
Gag A*30:01 28 Q 0.731 0.325 3.04E-03 6.36E-04 0.9904 0.9970
Gag B*45:01 28 K 1.355 -0.790 4.62E-02 4.77E-04 0.0001 0.0037
Gag A*30:01 28 R 2.294 1.613 6.54E-07 3.54E-05 0.7396 0.8363
Gag A*03:01 28 R 1.135 1.171 2.46E-05 5.99E-11 0.0937 = 0.2030
Gag A*03:01 28 Q 1.873 1.560 3.52E-15 3.16E-35 0.2464 0.3874
Gag A*03:01 28 K -1.990 -2.335 2.54E-20 1.23E-66 0.0000 0.0015
Gag C*03:04 30 K 0.109 0.109 1.60E-01 1.01E-03 0.0052 0.0394
Gag C*01:02 30 Q 0.389 -1.541 1.29E-01 8.44E-06 0.0001 0.0041
Gag A*24:02 30 K -1.009 -1.241 3.46E-11 1.59E-11 0.3090 0.4456
Gag A*24:02 30 R 1.045 1.477 1.09E-14 1.84E-20 0.2611 0.3998
Gag B*49:01 34 | 1.143 0.546 2.05E-04 1.54E-01 0.0446 0.1280
Gag B*49:01 34 L -0.846 -0.280 1.96E-04 4.15E-02 0.0758 0.1754
Gag B*35:03 34 | 1.699 0.510 7.13E-04 1.43E-02 0.0266 0.0935
Gag B*48:01 34 | 0.221 0.057 3.83E-01 8.41E-04 0.0301  0.0997
Gag C*03:04 34 L 0.626 0.853 2.35E-03 5.49E-10 0.0189 0.0769
Gag C*03:04 34 | -0.461 -0.821 1.31E-01 1.87E-10 0.0272 = 0.0945
Gag A*02:06 44 F -0.743 6.000 2.39E-04 3.98E-01 0.2484 0.3899
Gag C*03:04 46 | 0.590 0.676 7.15E-03 3.23E-03 0.3774  0.5209
Gag B*40:01 46 \Y -0.318 -0.576 8.73E-01 8.87E-04 0.4968 0.6259
Gag C*03:04 46 \Y -0.457 -0.370 1.10E-01 3.66E-04 0.1929 0.3242
Gag B*52:01 53 S -0.133 1.336 4.61E-01 1.23E-03 0.0696 0.1689
Gag B*52:01 53 T 0.204 -1.281 3.02E-01 1.10E-03 0.0643 0.1624
Gag C*08:01 53 T -0.530 -2.099 4.97E-02 2.38E-04 0.1707  0.2980
Gag C*08:01 53 S 0.450 2.154 1.33E-01 2.12E-04 0.1041 0.2148
Gag A*68:03 54 A 0.370 -0.003 1.55E-02 9.27E-01 0.1605 0.2888
Gag A*02:05 54 S 1.486 0.087 1.53E-02 1.21E-03 0.9887  0.9970
Gag B*49:01 54 S -0.620 -1.234 1.68E-02 1.13E-03 0.4312 0.5713
Gag B*49:01 54 P 0.887 2.206 3.99E-01 1.11E-03 0.3007 @ 0.4374
Gag B*35:08 54 P -6.000 2.133 5.18E-01 8.60E-04 0.0281 0.0965
Gag C*12:03 54 P 0.003 0.790 8.70E-01 1.82E-04 0.0163 0.0713
Gag A*02:05 54 A -1.859 -0.475 3.16E-03 1.49E-04 0.2961  0.4320
Gag A*68:02 54 A -0.905 -1.642 5.60E-02 1.73E-09 0.0048 0.0373
Gag A*68:01 55 G 0.518 0.392 6.55E-01 9.62E-04 0.0009 0.0144
Gag B*49:01 55 E -0.675 -1.307 6.07E-02 4.42E-04 0.2217 0.3601
Gag B*14:02 55 D -1.737 -6.000 4.69E-03 4.39E-04 0.2775 0.4123
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Gag
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Gag
Gag

A*26:01
C*12:03
B*49:01
B*49:01
A*74:01
A*74:01
B*48:01
B*40:01
B*15:10
C*14:02
C*07:04
B*49:01
C*04:01
A*30:01
B*40:02
B*40:02
C*03:04
A*23:01
C*02:02
C*03:04
B*40:02
B*38:01
A*02:01
B*58:01
B*50:01
B*35:08
B*57:01
A*01:01
A*66:01
B*57:03
A*01:01
C*06:02
B*15:10
B*15:10
A*01:01
A*01:01
B*18:01
A*29:02
A*01:01
C*14:02
A*01:01
C*14:02
B*18:01
A*29:02
B*07:02
A*68:01
C*14:02
C*14:02
B*15:01
B*15:01
B*35:01
B*35:01
A*02:01
A*30:01
A*30:01
C*14:02
A*11:01
A*11:01
C*02:02
C*14:02
A*11:01
B*45:01
C*03:02
B*35:03
A*30:01
C*05:01

55
58
58
58
59
59
62
62
62
62
65
65
65
66
67
67
67
67
67
67
68
69
69
69
70
72
75
75
75
75
75
76
76
76
76
76
78
79
79
79
79
79
81
81
81
81
81
81
82
82
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83
83
84
84
84
84
84
86
86
89
90
90
90
90
90
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-0.204
-6.000
-0.505
0.630
6.000
-6.000
-0.176
-0.127
-6.000
-0.130
-1.781
0.931
-0.048
-0.133
0.720
-0.699
-0.505
-0.424
0.560
0.379
-0.173
-6.000
-0.156
0.851
-3.568
-6.000
2.028
-0.258
0.546
-6.000
-0.243
0.673
-0.378
0.102
-0.453
0.484
-0.505
-0.602
0.622
-2.443
-0.531
3.758
-6.000
0.337
-0.560
-0.151
1.946
-1.884
0.666
-0.812
0.991
-0.747
-1.045
0.158
-0.134
-0.992
0.318
-0.344
-0.535
6.000
-0.003
-0.975
2.197
-6.000
-6.000
-0.013
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1.031
-0.021
-1.791

1.791
-2.057

2.125

2.278
0.903

2.359
-0.320
-0.320

1.056
0.658

1.590
0.231
-0.284
-0.716
-0.498
-0.133
0.680
-1.575

1171
0.532

1.208

6.000

1.366
-6.000
-0.383

1.243

1.789
0.836
0.340
-1.062

1.129
-0.514
0.575
-1.360
-1.311
0.832
-2.208
-0.827

3.782

1.877

1.010
-0.632
-0.595

2.616
-2.593
-0.465
0.494

1.199
-1.203
-6.000
-0.646
0.666
-1.047
0.329
-0.347
0.845
-2.121
-1.599
-0.448
-6.000
-0.209

1.836
0.515

9.11E-01
7.90E-05
5.74E-02
1.06E-03
2.90E-01
4.66E-01
1.51E-01
2.32E-01
6.36E-01
8.54E-01
2.13E-04
9.77E-01
6.54E-01
9.62E-01
1.02E-05
2.32E-05
2.22E-02
2.48E-01
2.74E-02
2.64E-02
4.65E-01
2.32E-01
6.78E-01
1.10E-02
1.77E-04
6.03E-01
2.06E-04
9.86E-01
3.33E-02
5.56E-01
8.88E-01
3.24E-04
2.38E-01
9.36E-01
2.57E-02
2.85E-02
6.53E-01
6.81E-02
7.31E-03
2.85E-08
9.82E-03
4.54E-09
1.59E-01
7.18E-01
8.24E-01
4.70E-01
4.72E-02
5.58E-03
1.16E-01
4.25E-02
5.14E-04
3.29E-04
1.04E-01
1.00E+0
9.90E-01
1.49E-01
6.37E-02
3.34E-02
1.00E+0
4.70E-01
9.93E-01
1.02E-04
3.35E-04
4.08E-01
2.18E-01
7.01E-01

3.89E-04
5.77E-01
2.73E-05
8.65E-07
8.24E-04
3.62E-04
8.95E-04
6.26E-04
3.15E-04
1.19E-04
9.69E-01
5.98E-04
5.47E-04
1.27E-03
2.22E-01
1.78E-01
1.18E-03
6.17E-04
5.63E-04
2.61E-05
6.77E-04
5.81E-04
4.24E-04
1.66E-04
5.42E-01
6.30E-04
2.79E-01
1.12E-03
6.29E-04
3.20E-04
1.13E-04
6.46E-01
7.34E-04
4.25E-04
3.04E-04
1.08E-04
7.34E-04
3.09E-04
5.55E-08
2.65E-08
8.50E-10
1.00E-10
1.04E-03
5.04E-04
2.89E-04
2.73E-04
5.03E-07
4.83E-08
4.94E-04
2.99E-04
6.89E-02
1.48E-02
5.79E-05
3.83E-04
3.66E-04
1.40E-04
1.13E-05
5.82E-06
9.59E-04
3.83E-04
2.92E-04
4.20E-01
1.54E-01
3.82E-03
1.05E-03
9.69E-04

0.0110
0.0001
0.1367
0.0906
0.0094
0.0355
0.0002
0.1184
0.0285
0.0224
0.0600
0.0192
0.0216
0.9809
0.6536
0.6735
0.2729
0.4469
0.0162
0.1169
0.0079
0.9782
0.5119
0.9165
0.0320
0.1585
0.0062
0.0489
0.2521
0.0873
0.1090
0.0066
0.0468
0.0061
0.4872
0.3977
0.2583
0.9253
0.0589
0.9731
0.0123
0.7696
0.0189
0.0245
0.5290
0.0757
0.1619
0.7428
0.0000
0.0000
0.0405
0.0155
0.0245
0.0322
0.0289
0.3977
0.4223
0.6992
0.2593
0.0206
0.1789
0.3326
0.0031
0.2218
0.0153
0.1845

0.0574
0.0041
0.2590
0.1985
0.0530
0.1092
0.0058
0.2352
0.0972
0.0837
0.1545
0.0775
0.0818
0.9970
0.7688
0.7826
0.4109
0.5859
0.0713
0.2330
0.0489
0.9970
0.6391
0.9701
0.1031
0.2874
0.0437
0.1365
0.3920
0.1920
0.2223
0.0449
0.1322
0.0431
0.6175
0.5399
0.3981
0.9733
0.1535
0.9970
0.0610
0.8627
0.0769
0.0893
0.6522
0.1754
0.2908
0.8380
0.0004
0.0002
0.1193
0.0702
0.0893
0.1032
0.0982
0.5399
0.5644
0.8004
0.3981
0.0801
0.3070
0.4684
0.0314
0.3601
0.0698
0.3137
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Gag
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Gag

A*33:01
A*11:01
A*11:01
A*33:03
A*11:01
A*31:01
A*31:01
A*68:01
A*11:01
C*06:02
A*11:01
A*34:02
C*12:03
B*51:01
B*08:01
C*06:02
A*31:01
C*14:02
A*11:01
A*11:01
B*08:01
B*40:01
B*40:01
A*31:01
A*31:01
B*08:01
B*08:01
B*40:01
B*40:01
B*52:01
B*52:01
A*03:01
A*03:01
C*07:01
B*44:02
C*03:02
B*49:01
A*24:02
C*08:01
B*14:02
A*68:01
A*68:02
C*06:02
B*18:01
B*49:01
B*39:06
A*24:02
B*48:01
C*03:03
B*49:01
C*05:01
C*05:01
B*44:02
B*14:02
B*08:01
B*44:02
C*08:02
C*05:01
C*05:01
C*03:02
C*15:02
C*02:02
B*14:02
B*38:01
C*05:01
C*05:01

90
90
91
91
91
91
91
91
91
91
91
92
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
93
94
94
94
94
94
94
95
95
95
95
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110
110
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113
113
113
113
114
114
115
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118
119
119
120
120
121
121
121
121
121
121
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122
122
122
122
123
123
123
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0.513
-0.472
1.096
1.973
-1.082
-0.352
0.280
-0.300
0.231
0.081
0.406
6.000
-0.350
0.412
0.476
-0.457
-0.115
-0.047
0.200
-0.287
-0.316
0.943
-1.108
-0.092
0.092
-0.246
0.246
0.623
-0.623
0.007
0.230
-0.108
0.047
-0.491
-0.440
6.000
0.986
0.304
0.888
0.745
0.019
-6.000
-0.298
1.264
2.408
-0.263
-1.202
1.062
0.353
0.031
-1.056
1.202
0.707
-0.750
0.509
0.208
0.277
-0.450
-0.194
-0.146
-0.333
0.212
0.133
0.313
0.671
-0.614
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0.536
-1.060
0.432
0.571
-0.467
-0.494
0.890
0.375
0.849
0.373
0.905
-1.155
0.089
0.372
0.413
-0.318
-0.232
-0.639
0.655
-0.672
-0.506
1.190
-1.402
-0.685
0.690
0.438
-0.462
-0.703
0.707
-0.665
2.241
-0.658
0.702
-1.120
-1.977
-0.611
-1.105
1.018
-6.000
0.766
1.197
-0.984
-0.240
-0.092
-6.000
0.677
-3.122
2.360
0.410
1.627
-0.776
1.146
0.403
-0.752
1.011
0.917
1.215
-0.754
-0.654
2.171
-0.394
0.569
1.104
1.835
0.872
-0.715

9.49E-02
3.65E-01
3.20E-05
7.70E-06
5.80E-05
3.48E-05
2.26E-04
5.72E-01
2.86E-01
1.27E-01
1.26E-01
4.46E-01
3.55E-02
6.91E-03
2.90E-02
1.32E-05
2.59E-01
8.76E-02
6.18E-02
6.51E-02
1.22E-01
1.84E-01
1.60E-01
7.18E-01
7.18E-01
9.93E-01
9.93E-01
5.69E-01
5.69E-01
9.29E-01
4.15E-01
8.31E-01
8.50E-01
6.55E-01
5.30E-01
4.35E-01
1.62E-01
3.64E-01
3.55E-04
7.29E-03
6.04E-01
5.83E-02
8.59E-01
3.83E-04
2.27E-04
8.97E-01
3.66E-04
4.98E-03
2.37E-01
8.71E-01
3.10E-02
3.06E-02
1.16E-03
1.27E-04
9.36E-01
4.28E-01
2.78E-01
3.80E-02
2.54E-01
3.35E-01
6.04E-01
1.53E-01
3.55E-01
5.30E-01
1.64E-01
9.00E-02

7.71E-04
4.14E-04
6.56E-01
2.73E-01
2.81E-01
8.06E-04
1.79E-04
1.74E-04
3.19E-05
2.08E-06
2.95E-07
1.67E-03
9.43E-01
7.04E-03
3.67E-03
6.59E-04
2.87E-04
2.37E-04
9.65E-05
9.05E-05
2.44E-05
2.35E-14
4.24E-16
2.98E-06
2.76E-06
2.53E-06
1.93E-06
9.29E-08
7.97E-08
1.09E-03
3.71E-04
5.49E-07
6.91E-08
3.23E-04
1.46E-04
1.94E-03
6.97E-04
3.02E-04
3.19E-01
9.51E-03
1.02E-03
2.82E-04
5.83E-06
7.58E-01
3.97E-01
2.04E-04
4.35E-01
5.99E-04
1.22E-03
8.57E-04
8.04E-05
6.29E-07
2.18E-02
1.12E-02
1.07E-03
8.61E-04
2.99E-04
4.77E-07
1.66E-03
7.02E-04
6.41E-04
5.02E-04
2.19E-04
8.72E-04
8.19E-04
1.11E-04

0.1500
0.1840
0.7633
0.0101
0.3887
0.6704
0.2848
0.3115
0.0200
0.1522
0.1738
0.0983
0.8053
0.6130
0.9778
0.0798
0.0018
0.0832
0.0692
0.1654
0.4989
0.3164
0.2914
0.0000
0.0000
0.0179
0.0158
0.0329
0.0326
0.0016
0.0016
0.0322
0.0051
0.0111
0.0350
0.0520
0.0367
0.0941
0.1861
0.5211
0.6515
0.9652
0.7523
0.0071
0.0802
0.0007
0.8145
0.0982
0.4959
0.0730
0.4824
0.5241
0.7866
0.9043
0.9993
0.6305
0.4300
0.1205
0.1244
0.0205
0.0060
0.9760
0.0106
0.0512
0.1856
0.2419

0.2754
0.3134
0.8572
0.0546
0.5320
0.7819
0.4210
0.4465
0.0794
0.2778
0.3023
0.2073
0.8893
0.7304
0.9970
0.1802
0.0205
0.1847
0.1689
0.2934
0.6268
0.4511
0.4277
0.0016
0.0016
0.0753
0.0707
0.1040
0.1040
0.0193
0.0199
0.1032
0.0394
0.0574
0.1084
0.1407
0.1115
0.2030
0.3154
0.6465
0.7672
0.9970
0.8467
0.0460
0.1803
0.0126
0.8945
0.2073
0.6259
0.1726
0.6138
0.6486
0.8735
0.9603
0.9993
0.7469
0.5705
0.2376
0.2418
0.0799
0.0430
0.9970
0.0568
0.1390
0.3152
0.3826
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C*05:01
C*05:01
C*14:02
B*50:01
C*05:01
B*14:02
A*29:02
A*23:01
B*15:01
A*11:01
B*15:01
C*01:02
A*11:01
A*11:01
B*14:01
A*32:01
B*52:01
A*11:01
A*11:01
B*39:01
B*39:01
A*11:01
A*11:01
B*27:05
B*27:05
A*02:06
B*48:01
C*08:01
C*08:01
B*14:02
A*11:01
B*13:02
B*27:05
B*48:01
B*48:01
B*57:03
C*08:02
B*14:02
B*13:02
B*39:01
B*57:03
C*08:02
B*39:01
B*52:01
B*15:10
B*57:01
C*06:02
B*15:01
B*14:02
B*15:01
B*14:02
A*25:01
A*25:01
B*57:01
B*13:02
B*13:02
B*53:01
A*29:02
C*06:02
B*13:02
B*53:01
B*57:03
B*57:03
C*07:02
B*57:03
A*26:01

124
124
125
126
126
126
126
126
126
126
126
127
127
127
128
128
130
130
130
132
132
132
132
136
136
142
142
146
146
146
146
146
146
146
146
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146
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146
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148
148
163
163
168
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-0.791
-0.001
1.850
-0.833
-0.820
-0.402
-0.098
1.042
0.237
1.132
-0.183
-0.019
-1.028
1.658
-1.572
0.456
-6.000
1.632
-1.623
0.326
-0.326
-0.379
0.379
-1.205
1.205
-0.449
-0.737
-0.783
0.644
-0.169
0.291
0.466
-0.034
-1.068
0.678
-1.757
0.154
0.035
1.242
-0.009
1.956
-0.312
-0.345
-0.858
0.545
0.847
-0.570
-0.468
0.614
0.558
-0.564
-1.722
1.546
-0.594
2412
-2.315
1.946
0.317
-0.936
0.063
-1.852
6.000
-6.000
-0.163
6.000
1.868
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0.678
-0.597
1.124
-0.145
-0.336
0.694
-0.497
0.834
-1.233
1.262
0.836
0.606
-1.272
1.854
6.000
6.000
1.018
2.089
-1.831
-1.005
1.021
-1.673
1.696
-1.566
1.722
-1.880
-2.197
0.021
0.095
-1.164
0.280
-0.737
0.132
-1.036
1.585
-1.519
1.002
1.201
2.890
1.188
2.800
-1.051
-1.656
0.140
-0.110
1.140
1.396
-1.004
1.567
1.102
-1.633
-1.631
1.724
-1.967
2.201
-2.458
1.478
0.248
-0.421
-1.100
-0.774
-2.355
3.566
6.000
-3.902
2.619

4.87E-01
3.88E-01
7.37E-01
1.78E-04
1.11E-05
4.88E-01
3.19E-01
7.85E-02
9.24E-01
2.11E-03
4.37E-01
6.68E-01
5.30E-04
4.98E-06
4.82E-05
4.52E-01
9.54E-02
2.15E-05
9.10E-09
3.92E-01
3.92E-01
3.79E-01
3.79E-01
3.86E-01
3.87E-01
3.43E-01
1.86E-01
1.87E-05
1.39E-03
1.00E+0
7.91E-01
1.28E-01
9.11E-01
4.07E-02
1.51E-03
8.09E-04
2.43E-01
5.54E-01
1.66E-01
3.32E-01
7.09E-05
3.47E-01
6.50E-03
1.45E-04
1.32E-01
2.17E-01
3.42E-01
7.52E-03
1.53E-02
2.27E-03
1.88E-01
1.88E-04
9.32E-02
2.95E-01
1.07E-12
2.98E-12
6.48E-04
7.55E-01
2.41E-02
1.00E+0
2.37E-06
5.28E-01
5.32E-01
9.85E-01
7.29E-01
1.83E-03

2.29E-04
1.28E-04
8.43E-04
8.92E-01
2.42E-01
1.01E-03
9.71E-04
5.26E-04
2.06E-04
2.01E-04
1.91E-04
7.91E-04
1.26E-10
1.04E-14
2.52E-02
1.13E-03
4.92E-04
8.05E-11
1.59E-13
5.84E-04
4.91E-04
9.33E-10
6.28E-10
2.88E-05
1.58E-05
1.24E-03
1.17E-04
5.56E-02
2.92E-02
1.22E-02
9.27E-04
2.94E-04
7.68E-05
1.73E-05
4.30E-06
1.65E-07
6.94E-08
6.89E-08
4.92E-08
4.80E-08
4.69E-08
3.90E-08
6.34E-10
1.59E-01
1.17E-03
1.28E-04
4.37E-05
2.42E-05
1.39E-05
3.34E-06
8.32E-07
1.22E-09
5.04E-10
9.67E-15
4.26E-15
3.32E-17
7.90E-03
6.76E-04
1.89E-04
7.85E-05
3.58E-05
2.07E-06
8.48E-08
1.08E-03
1.65E-10
7.53E-05

0.0043
0.0356
0.0602
0.0045
0.0338
0.0046
0.1937
0.0939
0.0125
0.6641
0.0445
0.0004
0.1240
0.1238
0.0002
0.0712
0.0200
0.5793
0.7857
0.0008
0.0008
0.0068
0.0068
0.2901
0.3013
0.0249
0.1144
0.8383
0.9797
0.0071
0.7421
0.0001
0.1118
0.1491
0.0399
0.3425
0.0001
0.0035
0.2123
0.0000
0.3653
0.0196
0.0017
0.2553
0.1027
0.2045
0.0265
0.9894
0.0926
0.7905
0.0182
0.8237
0.3111
0.0027
0.8531
0.5537
0.9595
0.1737
0.1141
0.0017
0.5019
0.0058
0.0033
0.0082
0.0030
0.9114

0.0352
0.1092
0.1548
0.0362
0.1062
0.0362
0.3248
0.2030
0.0614
0.7765
0.1278
0.0086
0.2414
0.2414
0.0052
0.1707
0.0794
0.7021
0.8735
0.0137
0.0137
0.0449
0.0449
0.4271
0.4376
0.0901
0.2292
0.9140
0.9970
0.0460
0.8380
0.0047
0.2261
0.2750
0.1182
0.4779
0.0047
0.0331
0.3479
0.0018
0.5062
0.0781
0.0203
0.3957
0.2130
0.3379
0.0935
0.9970
0.2023
0.8759
0.0759
0.9017
0.4465
0.0291
0.9266
0.6743
0.9955
0.3023
0.2292
0.0203
0.6280
0.0425
0.0328
0.0496
0.0314
0.9657



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

A*26:01
B*44:02
B*18:01
B*13:02
B*18:01
B*57:03
B*57:03
A*68:02
C*08:02
A*26:01
B*52:01
B*08:01
C*07:01
C*06:02
C*06:02
B*40:02
B*40:02
C*04:01
C*03:02
A*25:01
A*25:01
A*34:02
B*40:02
B*40:02
A*32:01
B*58:01
B*57:01
B*40:02
A*01:01
B*08:01
C*08:01
B*53:01
B*58:01
B*58:01
A*26:01
A*26:01
B*57:03
B*57:03
B*58:01
B*58:01
B*57:01
B*57:01
C*01:02
B*57:03
B*57:01
B*57:01
B*58:01
B*58:01
A*11:01
A*11:01
B*07:02
B*53:01
B*07:02
A*68:01
B*07:02
B*35:01
B*35:01
B*27:05
B*27:05
B*27:05
B*08:01
B*08:01
C*07:01
B*27:05
B*27:05
B*27:05

168
173
173
173
173
173
173
182
186
200
203
203
203
211
211
211
211
211
211
211
211
215
218
218
219
219
219
219
223
223
228
228
228
228
230
230
242
242
242
242
242
242
248
248
248
248
248
248
252
252
252
252
252
255
256
260
260
264
264
268
268
268
268
268
268
273
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-1.948
0.091
0.332
0.196
-0.370
-1.397
1.361
-0.145
-0.581
0.515
-0.315
-0.771
1.058
-1.226
1.241
0.781
-0.862
0.135
6.000
1.313
-1.171
-6.000
1.043
-0.735
0.637
-0.858
0.330
0.843
0.149
-6.000
-0.252
0.330
0.766
-0.777
-6.000
6.000
-2.920
3.131
-3.630
3.871
-5.195
5.469
-0.077
-1.225
0.498
-0.569
0.341
-0.665
-1.011
0.679
-0.051
-0.551
0.263
-0.618
-0.059
-0.499
0.507
-2.544
2.214
1.575
-0.692
2.237
-0.635
1.675
-1.789
2.015
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-2.684
0.158
0.826
0.809
-0.779
-1.221
2.486
-2.243
-2.915
1.050
6.000
-1.036
1.332
-0.851
0.931
1.551
-1.584
-0.385
-0.207
2.207
-2.172
3.242
1.356
-1.113
2.122
-0.922
0.909
2.757
-6.000
0.520
-0.961
-1.110
1.034
-1.172
0.319
-0.293
-3.382
3.492
-4.297
4.435
-5.673
5.523
0.541
-1.917
1.576
-1.636
1.645
-1.755
-0.256
0.131
0.492
-0.668
-0.637
-0.018
-1.154
-0.813
0.824
-2.545
2.237
2.029
-0.740
1.929
-0.628
2.259
-2.343
1.904

1.42E-03
1.55E-01
4.03E-01
5.86E-01
8.22E-01
4.30E-02
5.67E-02
7.18E-01
5.64E-01
4.82E-01
5.81E-04
6.72E-01
8.64E-02
1.12E-02
1.11E-02
2.76E-03
3.58E-03
3.86E-01
1.04E-01
7.81E-01
3.66E-01
5.74E-01
2.17E-04
2.95E-05
5.10E-02
3.54E-01
5.09E-01
8.92E-02
1.00E+0
1.27E-01
1.07E-01
9.16E-01
9.49E-01
6.06E-01
4.44E-05
4.49E-05
1.21E-06
1.53E-07
3.09E-12
1.55E-13
1.12E-23
2.27E-25
9.61E-01
3.34E-02
5.96E-01
5.80E-01
2.95E-01
4.33E-01
5.28E-06
2.29E-04
2.37E-01
4.74E-01
9.04E-01
1.16E-04
6.26E-01
2.29E-02
1.72E-02
3.22E-04
1.26E-06
7.66E-02
1.18E-01
2.85E-04
2.91E-03
1.68E-01
9.35E-03
1.84E-02

3.19E-06
1.06E-03
3.94E-04
3.33E-04
2.96E-04
8.45E-05
3.85E-05
9.55E-07
1.15E-04
3.97E-04
2.05E-01
5.05E-05
1.11E-06
1.59E-03
8.92E-04
4.96E-04
4.88E-04
3.14E-04
2.19E-04
1.11E-06
3.20E-08
9.42E-04
1.53E-04
1.08E-04
5.54E-03
5.36E-04
2.79E-04
6.65E-05
1.21E-03
1.05E-03
1.24E-03
5.72E-04
4.94E-04
9.53E-05
4.28E-01
3.35E-01
1.53E-22
1.38E-24
6.83E-49
4.77E-53
3.19E-62
1.82E-63
5.23E-04
1.45E-05
7.41E-10
2.59E-10
1.07E-10
4.13E-11
7.93E-01
1.49E-01
1.13E-03
9.38E-04
5.22E-05
3.46E-01
4.96E-04
1.16E-05
1.31E-06
1.87E-07
1.54E-09
1.37E-06
5.95E-07
3.18E-07
1.93E-09
5.38E-15
3.42E-16
6.27E-04

0.9821
0.0082
0.0394
0.0277
0.0101
0.5488
0.4810
0.0063
0.0085
0.4019
0.0986
0.4643
0.0712
0.8759
0.8776
0.0763
0.0490
0.0133
0.9610
0.0945
0.0690
0.1432
0.2297
0.2244
0.2305
0.7778
0.4249
0.0770
0.0385
0.4760
0.1127
0.2098
0.1489
0.3839
0.0002
0.0002
0.0300
0.0299
0.0098
0.0093
0.1648
0.2749
0.1596
0.2689
0.0013
0.0008
0.0185
0.0207
0.0166
0.1754
0.0020
0.1586
0.0013
0.0036
0.9395
0.2592
0.2943
0.7328
0.8646
0.3169
0.5696
0.7040
0.5271
0.0184
0.0260
0.9248

0.9970
0.0496
0.1172
0.0956
0.0546
0.6709
0.6135
0.0437
0.0504
0.5434
0.2075
0.5994
0.1707
0.9422
0.9430
0.1757
0.1365
0.0638
0.9960
0.2030
0.1689
0.2694
0.3693
0.3625
0.3699
0.8686
0.5652
0.1764
0.1147
0.6088
0.2274
0.3445
0.2750
0.5269
0.0051
0.0056
0.0997
0.0997
0.0538
0.0530
0.2934
0.4123
0.2887
0.4087
0.0179
0.0137
0.0762
0.0802
0.0718
0.3035
0.0229
0.2874
0.0180
0.0331
0.9840
0.3981
0.4306
0.8295
0.9338
0.4511
0.6918
0.8024
0.6515
0.0762
0.0929
0.9733



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

B*27:05
A*29:02
A*30:02
A*29:02
C*01:02
B*52:01
B*52:01
B*52:01
B*39:06
C*01:02
C*01:02
C*08:02
C*08:02
B*52:01
B*52:01
C*07:02
C*07:02
B*14:01
B*14:01
C*08:02
B*14:02
B*14:02
C*08:02
B*44:03
B*44:03
B*44:02
B*44:02
B*49:01
B*49:01
A*03:01
A*03:01
B*44:02
B*44:02
B*45:01
B*45:01
B*53:01
A*26:01
B*40:02
B*35:03
B*35:03
B*51:01
B*51:01
B*08:01
B*08:01
C*03:04
B*40:02
B*40:02
C*03:03
B*53:01
B*53:01
C*03:03
B*57:01
B*57:01
C*03:04
C*03:04
B*55:01
B*48:01
B*48:01
B*57:03
B*57:03
A*02:06
A*02:06
A*11:01
A*11:01
B*07:02
B*07:02

273
280
280
280
280
280
280
280
286
286
286
286
286
286
286
302
302
302
302
303
303
303
303
310
310
310
310
312
312
312
312
312
312
312
312
315
319
319
326
326
326
326
331
331
332
335
335
340
340
340
340
340
340
340
340
341
342
342
342
342
342
342
357
357
357
357
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-2.015
-0.787
-0.340
-6.000
-0.180
1.238
-1.745
3.146
-0.229
-0.674
0.677
-0.550
0.553
0.554
-0.551
-0.960
0.960
3.013
-3.013
-0.833
-1.096
0.822
0.625
-0.780
0.795
0.524
-0.647
-1.117
1.120
-0.023
0.026
-0.391
0.308
-0.937
0.940
-1.008
6.000
1.330
-1.672
1.679
-1.114
1.123
1.626
-1.585
0.432
0.230
-0.203
1.165
0.512
-0.565
-1.245
-0.487
0.556
1.356
-1.521
6.000
1.072
-1.074
-1.031
1.087
0.476
-0.520
1.020
-1.014
1.078
-1.149
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-2.140
-1.925
1.936
-6.000
-1.091
1.972
-1.752
3.438
0.081
-0.275
0.275
-1.117
1.120
1.275
-1.275
-0.544
0.544
4.655
-4.655
-2.028
-2.285
2.316
2.117
-1.138
1.138
1.145
-1.145
-0.658
0.662
-0.139
0.144
-1.125
1.129
-2.652
2.656
-1.767
-1.758
-2.631
-0.550
0.560
-0.946
0.962
2.063
-2.063
1.339
-2.172
2.268
0.918
0.238
-0.299
-1.166
-0.396
0.451
1.707
-1.987
-2.782
0.224
-1.043
-1.381
1.443
1.125
-1.234
0.972
-0.940
2.498
-2.786

1.84E-02
5.58E-01
2.44E-01
6.82E-02
9.08E-01
7.15E-04
8.63E-15
3.18E-28
2.22E-04
1.77E-04
1.72E-04
3.69E-02
2.81E-02
8.55E-03
8.94E-03
3.71E-04
3.71E-04
2.55E-12
2.55E-12
3.67E-03
7.36E-03
4.80E-01
1.56E-01
8.43E-02
6.94E-02
2.90E-01
1.86E-01
1.22E-01
1.24E-01
1.00E+0
1.00E+0
9.79E-02
1.10E-01
3.36E-03
2.67E-03
2.10E-01
6.88E-02
9.19E-02
2.67E-02
2.64E-02
3.04E-05
2.40E-05
1.86E-02
2.24E-02
1.00E+0
8.04E-01
8.50E-01
1.98E-05
1.94E-02
1.07E-02
1.35E-06
6.57E-01
6.83E-01
2.91E-10
1.39E-09
6.61E-01
1.75E-03
3.84E-05
9.78E-02
8.48E-02
2.58E-03
2.07E-03
4.11E-07
1.49E-07
3.69E-05
4.36E-06

7.58E-05
2.14E-03
9.84E-04
9.52E-04
4.88E-04
1.49E-04
3.48E-06
1.45E-10
7.61E-01
1.78E-01
1.78E-01
1.53E-03
1.45E-03
9.61E-05
9.61E-05
3.93E-01
3.93E-01
2.72E-23
2.72E-23
1.91E-04
1.04E-04
8.33E-05
7.62E-05
7.02E-05
7.02E-05
5.01E-05
5.01E-05
2.69E-03
2.55E-03
9.88E-06
8.20E-06
4.75E-06
3.10E-06
3.06E-09
2.87E-09
2.94E-05
8.31E-04
1.59E-04
1.72E-03
1.68E-03
1.16E-06
7.53E-07
7.75E-13
7.75E-13
4.10E-04
1.87E-04
1.53E-04
1.76E-03
1.61E-03
1.12E-03
1.29E-04
6.42E-05
2.29E-05
2.98E-09
1.18E-10
5.58E-05
1.65E-01
7.93E-02
3.08E-04
2.31E-04
3.94E-05
1.61E-05
6.14E-06
4.46E-07
2.08E-28
7.11E-29

0.8652
0.1145
0.0931
0.9900
0.0494
0.1490
0.8387
0.3586
0.2671
0.0131
0.0134
0.9807
0.9226
0.2768
0.2762
0.1216
0.1216
0.0124
0.0124
0.6112
0.9560
0.5164
0.1474
0.1283
0.1343
0.0689
0.1101
0.7043
0.6697
0.0555
0.0549
0.1206
0.0767
0.0806
0.0828
0.0082
0.9958
0.0078
0.6870
0.6720
0.3916
0.3993
0.3161
0.3205
0.0502
0.0097
0.0090
0.0319
0.2505
0.4336
0.2147
0.0689
0.0733
0.6950
0.9443
0.1255
0.4615
0.3333
0.1046
0.1108
0.4852
0.4091
0.0466
0.1539
0.0004
0.0030

0.9338
0.2292
0.2026
0.9970
0.1365
0.2750
0.9140
0.4977
0.4075
0.0635
0.0638
0.9970
0.9724
0.4123
0.4123
0.2387
0.2387
0.0612
0.0612
0.7292
0.9950
0.6430
0.2750
0.2475
0.2550
0.1689
0.2240
0.8024
0.7819
0.1466
0.1462
0.2376
0.1763
0.1806
0.1842
0.0496
0.9972
0.0489
0.7920
0.7826
0.5337
0.5410
0.4511
0.4555
0.1371
0.0536
0.0522
0.1031
0.3906
0.5737
0.3508
0.1689
0.1726
0.7994
0.9880
0.2435
0.5971
0.4684
0.2153
0.2250
0.6158
0.5501
0.1321
0.2805
0.0077
0.0314



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

B*07:02
B*07:02
B*48:01
B*15:01
B*15:01
B*15:03
B*51:01
C*15:05
B*39:05
C*15:02
C*15:05
A*68:02
C*15:02
C*06:02
A*68:02
A*33:03
B*45:01
A*24:02
B*50:01
C*07:04
A*74:01
B*27:05
B*45:01
C*07:04
B*45:01
C*01:02
B*15:10
C*05:01
A*02:05
A*31:01
B*51:01
C*07:04
B*13:02
A*02:01
B*08:01
B*08:01
C*07:04
C*07:04
C*07:01
B*27:05
B*27:05
A*31:01
B*27:05
B*27:05
B*40:02
A*02:01
B*27:05
B*15:01
B*15:01
A*02:06
C*17:01
C*17:.01
C*08:01
C*08:01
B*15:03
A*31:01
C*03:03
A*31:01
B*52:01
A*30:02
A*31:01
A*30:01
A*68:01
A*31:01
A*31:01
C*04:01

362
362
370
370
371
372
372
372
372
372
372
372
372
373
373
373
374
374
374
374
374
374
374
374
374
375
375
375
375
375
375
376
376
376
378
378
378
378
380
380
380
383
383
383
384
385
385
386
386
386
387
387
387
387
387
388
389
389
389
389
389
389
390
390
390
397
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-0.244
0.244
1.679
0.072

-0.330
1.889
0.914
0.681

-0.175
1117

-0.945

-0.394

-1.034

-0.016

-0.109

-1.338
1.438

-6.000

-1.940
1.139

-0.424
0.225

-1.662

-6.000
0.904

-0.081

-0.488
0.198

-0.439
0.152
0.248

-6.000

-0.527

-0.147
0.018

-0.360
1.578

-1.717
0.165

-0.839
0.532
0.664

-1.355
1.328
0.821
0.054

-0.118

-0.827
1.055

-0.721
2.138

-1.662

-0.028
0.181

-0.889

-0.259
0.567
0.273

-0.251

-0.636

-0.403

-0.152
0.588

-0.491
0.503
0.724
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-0.517
0.526
-6.000
-1.912
2.191
-6.000
0.556
1.679
0.902
1.277
-1.556
0.505
-1.316
-0.583
-1.011
0.324
-0.107
0.475
-0.674
-1.668
1.805
-0.385
-1.870
1.701
1.858
-0.567
-1.225
-0.477
-1.098
0.431
-6.000
0.920
-0.913
0.210
0.994
-0.750
1.163
-1.141
-0.047
-0.945
0.987
2.442
-1.870
2.279
2.050
-0.294
-0.984
-0.076
0.225
0.452
0.434
-6.000
1.576
-1.417
-0.663
-0.788
1.187
1.149
-1.019
0.776
-0.697
1.102
0.534
-0.864
0.935
-0.177

3.51E-01
5.01E-01
1.68E-05
9.60E-01
1.93E-01
1.76E-04
1.51E-06
6.94E-02
4.25E-01
2.30E-04
1.65E-01
2.35E-02
4.88E-06
9.60E-02
6.00E-02
7.48E-02
2.03E-04
1.10E-04
9.62E-04
1.37E-01
1.49E-01
3.90E-01
1.06E-04
7.36E-01
2.22E-03
4.67E-04
7.29E-01
7.93E-01
2.69E-01
3.84E-01
6.18E-01
6.41E-01
2.79E-01
9.70E-01
1.10E-01
6.12E-01
1.29E-01
3.60E-02
4.60E-01
5.52E-01
5.45E-01
2.93E-01
2.29E-02
5.30E-02
1.73E-01
5.98E-01
6.39E-01
9.01E-06
3.29E-06
9.12E-05
2.21E-03
3.04E-02
9.28E-01
9.47E-01
5.39E-01
1.37E-01
3.03E-01
1.54E-01
6.79E-01
3.28E-01
3.39E-02
6.66E-01
2.68E-04
1.87E-02
1.31E-02
1.37E-03

1.04E-04
7.82E-05
3.31E-01
1.36E-04
2.38E-04
5.91E-01
9.30E-03
1.24E-03
3.33E-04
1.29E-04
1.24E-04
6.24E-05
1.20E-07
1.06E-03
1.02E-03
7.96E-04
2.64E-01
4.96E-01
5.93E-02
1.15E-03
9.36E-04
8.29E-04
1.77E-04
1.71E-04
1.31E-05
2.45E-03
1.12E-03
8.11E-04
4.71E-04
2.88E-04
1.26E-04
1.15E-03
3.34E-04
1.20E-04
1.00E+00
9.16E-04
4.65E-06
8.21E-08
2.22E-04
3.35E-05
7.54E-09
1.69E-05
6.50E-11
5.43E-11
9.60E-04
1.96E-04
2.05E-05
1.87E-01
1.16E-01
5.60E-01
1.94E-01
3.05E-03
8.35E-05
4.40E-05
2.27E-05
1.00E-03
4.84E-04
3.49E-04
1.83E-04
1.22E-04
6.80E-05
5.85E-06
7.12E-01
1.35E-08
3.83E-09
7.50E-01

0.1515
0.1047
0.0273
0.0004
0.0004
0.0177
0.4645
0.2983
0.0013
0.4816
0.1370
0.0002
0.2234
0.0194
0.0744
0.0087
0.4676
0.0002
0.7228
0.0013
0.0059
0.0155
0.8190
0.1142
0.1921
0.2718
0.2845
0.6593
0.0058
0.0095
0.0017
0.1303
0.1188
0.0007
0.5172
0.3262
0.5432
0.4577
0.0012
0.1477
0.0284
0.0067
0.1789
0.1269
0.0309
0.0000
0.0470
0.2456
0.0976
0.0268
0.3785
0.2057
0.0107
0.0038
0.2910
0.9689
0.0012
0.0604
0.0209
0.0001
0.7789
0.0115
0.2397
0.0702
0.0736
0.4675

0.2772
0.2153
0.0945
0.0077
0.0077
0.0751
0.5994
0.4346
0.0180
0.6135
0.2591
0.0051
0.3615
0.0781
0.1733
0.0513
0.6012
0.0051
0.8210
0.0180
0.0425
0.0703
0.8985
0.2292
0.3233
0.4109
0.4210
0.7727
0.0425
0.0530
0.0203
0.2505
0.2354
0.0126
0.6433
0.4618
0.6648
0.5953
0.0174
0.2750
0.0972
0.0449
0.3070
0.2451
0.1004
0.0015
0.1326
0.3866
0.2067
0.0940
0.5210
0.3393
0.0568
0.0346
0.4277
0.9970
0.0172
0.1548
0.0804
0.0035
0.8689
0.0577
0.3803
0.1694
0.1727
0.6012



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

C*04:01
B*48:01
B*48:01
A*31:01
A*31:01
B*40:02
C*06:02
B*35:08
B*08:01
C*08:01
C*08:01
A*30:02
B*40:02
B*40:02
B*40:02
B*08:01
B*39:05
A*34:02
A*03:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
C*16:01
A*33:01
A*33:01
A*33:03
A*33:03
A*30:01
A*30:01
A*31:01
A*31:01
A*24:02
A*31:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
C*12:02
B*07:02
C*17:01
C*17:.01
B*15:03
C*08:01
C*16:01
B*40:01
B*40:01
C*03:04
B*40:02
B*40:02
B*40:02
B*40:02
B*40:02
B*13:02
C*17:01
B*40:02
C*08:02
C*08:02
B*13:02
B*13:02
B*07:02
B*13:02
B*13:02
B*13:02
B*13:02
A*31:01
A*31:01
B*13:02

397
397
397
397
397
398
398
398
398
398
398
398
398
398
398
398
401
401
401
401
401
401
401
403
403
403
403
403
403
403
403
404
404
404
406
406
406
411
415
415
418
419
419
425
425
427
427
427
427
428
429
429
429
429
436
436
436
436
437
437
437
439
439
439
439
440
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-0.725
0.174
-0.158
-1.819
1.806
1.226
-1.292
-6.000
-0.264
-0.287
0.191
-0.258
0.478
1.056
-1.245
1.781
-0.154
-6.000
0.390
-0.162
-0.479
0.557
1.563
0.153
-0.140
-0.258
0.272
-1.904
1.917
-0.945
0.889
0.011
-0.942
0.976
-0.627
0.606
-0.247
-0.646
-2.114
2.114
0.260
-0.667
-2.215
-0.171
0.186
-0.053
1.066
-0.897
0.567
1.153
1.690
6.000
0.772
-1.477
-1.254
0.946
-1.258
1.394
-0.328
2.012
-2.774
6.000
-6.000
2.039
-1.926
-2.423
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0.188
-0.950
0.960
-3.097
3.113
1.132
-0.321
2.155
0.231
1.706
-1.667
-0.102
2.180
2.733
-3.135
-0.094
2.481
1.252
0.381
-6.000
-0.923
1.428
-0.194
-0.904
0.918
-1.054
0.786
-1.711
1.724
-1.778
1.792
0.531
-1.847
2.434
0.041
0.177
-0.976
-0.080
-1.115
0.672
-1.607
-2.100
-0.544
1.666
-2.742
-0.642
1.632
-1.419
2.093
1.055
3.023
-2.236
-1.585
-2.152
0.961
-1.075
-2.324
2.350
1.161
3.394
-2.970
-1.568
1.756
2.067
-2.013
-2.466

6.11E-05
4.45E-01
4.76E-01
9.40E-20
2.36E-19
6.40E-05
1.23E-03
1.00E+0
8.00E-01
1.93E-01
9.08E-01
1.63E-02
5.60E-02
2.28E-04
7.80E-12
1.03E-04
7.75E-01
7.06E-01
1.87E-01
3.05E-01
2.32E-04
6.26E-07
2.47E-04
1.28E-01
1.49E-01
4.51E-01
4.66E-01
1.11E-11
8.93E-12
7.59E-08
7.94E-07
1.14E-01
5.86E-03
1.00E-02
2.63E-05
1.14E-04
2.08E-02
2.30E-04
1.13E-04
1.13E-04
2.42E-01
3.51E-01
2.58E-04
3.80E-01
9.83E-01
3.61E-01
7.60E-05
2.90E-09
7.20E-04
1.61E-03
2.13E-04
1.34E-01
1.00E+0
2.44E-05
2.10E-01
1.57E-01
3.26E-02
2.34E-02
2.75E-01
3.08E-04
1.89E-11
1.57E-01
2.34E-01
8.25E-08
3.47E-07
5.45E-02

6.73E-01
1.72E-04
1.72E-04
4.98E-39
2.98E-39
2.39E-01
9.77E-02
1.39E-03
1.12E-03
5.65E-04
5.52E-04
4.78E-04
2.77E-04
3.39E-13
2.05E-24
6.84E-01
7.19E-04
5.72E-04
3.85E-04
2.85E-04
2.41E-04
3.92E-11
2.47E-01
2.54E-04
1.63E-04
3.09E-05
1.37E-05
1.48E-10
1.29E-10
4.65E-21
4.23E-21
8.85E-04
7.92E-07
2.39E-08
3.58E-01
2.72E-01
1.13E-03
6.17E-01
1.40E-01
5.29E-01
3.84E-04
4.35E-04
3.08E-01
5.47E-04
1.96E-05
1.34E-01
4.17E-02
3.45E-08
1.18E-12
7.59E-04
2.49E-02
6.35E-04
2.25E-04
6.26E-05
9.04E-04
7.33E-04
2.00E-07
1.53E-07
8.50E-04
7.34E-12
2.87E-14
8.94E-06
2.07E-06
2.16E-07
6.24E-08
9.74E-03

0.5943
0.0109
0.0112
0.0000
0.0000
0.2509
0.9557
0.0303
0.1321
0.0001
0.0599
0.0000
0.0234
0.0014
0.0000
0.0178
0.0008
0.0820
0.0493
0.0455
0.4466
0.0615
0.0042
0.0002
0.0002
0.0696
0.0696
0.1746
0.1946
0.0036
0.0017
0.3474
0.0786
0.0499
0.2695
0.6076
0.0307
0.0002
0.0308
0.0180
0.0052
0.0555
0.0306
0.0222
0.1031
0.9940
0.7048
0.5328
0.0642
0.9376
0.5015
0.0044
0.0357
0.8669
0.0061
0.0233
0.2586
0.2612
0.8435
0.4300
0.4523
0.0315
0.0007
0.2136
0.1201
0.4526

0.7175
0.0574
0.0574
0.0015
0.0015
0.3907
0.9950
0.0997
0.2523
0.0047
0.1545
0.0004
0.0867
0.0186
0.0020
0.0751
0.0137
0.1830
0.1365
0.1296
0.5859
0.1570
0.0346
0.0051
0.0051
0.1689
0.1689
0.3026
0.3248
0.0331
0.0203
0.4841
0.1785
0.1369
0.4087
0.7257
0.1003
0.0056
0.1003
0.0753
0.0394
0.1466
0.1003
0.0834
0.2132
0.9970
0.8024
0.6548
0.1624
0.9831
0.6280
0.0358
0.1092
0.9345
0.0431
0.0867
0.3981
0.3998
0.9182
0.5705
0.5903
0.1022
0.0129
0.3495
0.2376
0.5903



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag

A*02:01
B*35:01
A*74:01
B*15:01
A*31:01
A*31:01
A*02:01
A*31:01
A*31:01
A*31:01
A*74:01
A*74:01
A*31:01
A*31:01
A*33:01
A*11:01
B*57:03
A*24:02
B*15:03
C*01:02
A*01:01
B*35:01
C*01:02
C*01:02
B*53:01
A*33:03
A*68:01
C*17:.01
B*07:02
C*06:02
C*08:01
C*07:02
C*07:02
B*13:02
A*32:01
B*13:02
A*23:01
B*58:01
B*44:03
A*68:01
B*40:02
B*35:03
B*08:01
B*44:02
A*24:02
B*08:01
A*02:01
A*02:01
A*01:01
B*40:01
A*30:02
C*15:02
B*40:02
B*49:01
B*40:02
B*40:01
B*40:01
B*13:02
A*02:06
B*08:01
C*12:03
C*12:03
C*07:02
C*07:02
A*03:01
A*68:01

440
440
441
441
441
441
441
441
441
441
441
441
442
442
443
443
449
453
453
462
462
462
462
464
464
464
464
467
467
469
469
470
470
471
473
475
476
477
477
478
478
478
479
479
479
479
480
481
481
481
481
482
482
482
482
482
482
484
487
487
487
487
487
487
488
490

AP>A>>A4A<<MUOUMMOOITMMXAXOO—T—TVTOUTMOOXTIUAHAZ>PA0MXOOONZN—Tr OUMMXI<L<IIZN<KO<XK<ZONWN

0.775
-0.528
2.405
-0.001
1.142
0.406
-0.123
0.391
0.785
-1.085
-1.246
-6.000
0.462
-0.431
0.760
0.089
-6.000
-0.392
0.378
0.727
0.222
0.711
-0.573
-0.419
0.445
2.102
0.469
-1.518
0.469
-0.055
-6.000
0.121
-0.229
-0.303
0.583
6.000
0.132
0.294
-0.296
-0.029
-0.463
-0.298
-0.250
0.690
0.088
-0.244
-0.392
0.221
-0.290
0.494
1.645
0.149
0.818
0.241
-0.470
1.709
-0.966
-0.205
0.438
0.487
0.730
-0.439
-0.021
0.194
-0.709
0.138
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1.572
-0.568
1.360
-0.550
0.898
2.019
-0.773
1.112
1.467
-1.459
-2.459
2.479
1.565
-1.280
1.565
0.692
-6.000
-0.988
-1.431
1.426
1.177
1.085
-1.130
-6.000
1.405
0.580
-0.276
-1.158
-6.000
-0.393
0.268
0.258
-0.312
1.745
0.275
-1.335
-1.095
0.450
-0.253
0.408
-1.947
-0.256
-0.388
0.045
0.271
0.781
-6.000
-0.520
0.590
1.008
0.354
-0.125
1.261
-1.064
-1.369
2.144
-1.999
-1.539
-0.513
0.369
0.406
-0.412
-0.372
0.456
1.221
1.101

2.60E-01
2.44E-01
9.41E-04
1.84E-01
1.95E-03
1.10E-02
6.37E-01
3.79E-01
3.62E-03
4.08E-04
5.91E-03
2.40E-01
1.62E-02
2.89E-02
1.00E+0
1.00E+0
5.80E-01
8.37E-02
7.01E-01
1.69E-01
6.88E-01
1.00E+0
6.88E-02
8.00E-02
6.80E-01
2.02E-04
1.46E-04
3.90E-03
9.17E-01
8.08E-01
2.45E-04
1.96E-01
9.24E-02
9.40E-01
5.52E-02
3.70E-02
6.18E-01
2.17E-01
1.02E-01
6.85E-01
2.26E-01
9.47E-01
7.05E-01
1.00E+0
9.75E-02
1.00E+0
3.49E-01
9.12E-02
1.58E-01
9.12E-01
4.11E-04
4.15E-03
5.12E-03
4.98E-01
3.92E-03
1.50E-02
8.21E-02
1.58E-01
3.05E-04
1.11E-02
1.38E-02
5.76E-02
8.01E-01
2.56E-01
6.79E-01
3.54E-01

8.06E-04
2.87E-04
1.30E-01
4.58E-03
1.59E-03
1.32E-03
5.36E-04
2.97E-04
2.24E-04
3.11E-06
2.71E-06
1.99E-06
1.61E-04
9.54E-05
6.64E-04
4.40E-04
8.40E-04
6.40E-04
1.51E-04
4.62E-03
7.05E-04
6.98E-04
1.54E-04
2.12E-03
8.32E-04
9.70E-01
8.21E-01
7.56E-02
2.64E-04
5.34E-04
5.25E-01
8.39E-04
2.23E-04
7.51E-04
1.01E-03
5.40E-04
2.47E-04
1.01E-03
3.21E-05
1.05E-03
5.23E-04
1.73E-05
8.01E-04
2.63E-04
3.35E-05
3.16E-05
6.03E-04
5.69E-04
5.28E-04
5.26E-04
9.68E-01
1.61E-01
3.71E-04
1.99E-04
1.31E-04
6.16E-24
1.38E-24
9.20E-04
1.66E-01
3.91E-02
4.14E-03
1.91E-03
3.16E-04
6.95E-05
1.18E-03
2.24E-07

0.2950
0.0820
0.6010
0.1440
0.2573
0.4226
0.1000
0.0457
0.6726
0.9767
0.3420
0.0008
0.2225
0.4248
0.9882
0.2074
0.9784
0.6139
0.0041
0.4071
0.0216
0.0042
0.4241
0.1495
0.0178
0.0406
0.0434
0.9695
0.0158
0.0067
0.0148
0.0000
0.0010
0.1395
0.2774
0.0014
0.0058
0.9907
0.1671
0.1944
0.0068
0.0346
0.4039
0.7716
0.0741
0.0235
0.0416
0.0135
0.1940
0.3332
0.0151
0.0343
0.0976
0.0018
0.0409
0.1648
0.0721
0.3110
0.1567
0.5355
0.4969
0.6330
0.0035
0.0373
0.6016
0.0241

0.4311
0.1830
0.7216
0.2699
0.3981
0.5644
0.2090
0.1299
0.7826
0.9970
0.4779
0.0137
0.3606
0.5652
0.9970
0.3411
0.9970
0.7307
0.0346
0.5482
0.0818
0.0346
0.5652
0.2750
0.0751
0.1193
0.1259
0.9970
0.0707
0.0449
0.0681
0.0002
0.0150
0.2633
0.4123
0.0181
0.0425
0.9970
0.2934
0.3248
0.0449
0.1078
0.5453
0.8627
0.1731
0.0868
0.1213
0.0638
0.3248
0.4684
0.0692
0.1074
0.2067
0.0205
0.1196
0.2934
0.1721
0.4465
0.2851
0.6569
0.6259
0.7489
0.0331
0.1129
0.7216
0.0887



Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
Gag
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

A*68:01
B*07:02
B*07:02
B*48:01
C*12:03
A*24:02
A*02:01
B*51:01
B*35:08
A*66:01
B*13:02
B*15:01
B*15:01
B*53:01
A*23:01
C*06:02
A*74:01
B*51:01
A*23:01
B*51:01
B*52:01
B*51:01
B*52:01
B*57:01
B*57:01
B*51:01
B*51:01
A*31:01
B*51:01
B*51:01
B*39:01
B*39:01
B*39:06
B*39:06
B*57:01
B*57:01
A*03:01
A*03:01
B*51:01
B*51:01
A*68:03
A*68:03
C*15:02
A*29:02
C*15:05
C*15:02
C*15:05
C*15:02
C*15:05
A*02:06
B*27:05
A*74:01
B*27:05
A*74:01
B*44:03
B*44:03
B*44:02
B*44:02
C*16:01
B*44:02
B*39:05
B*39:05
B*44:03
C*16:01
A*02:05
C*03:02

490
495
495
495
498
499
499
500
10
10
10
10
10
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
13
13
13
13
14
14
14
15
15
15
15
15
15
15
15
15
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16
16
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19
19
19
19
35
35
35
35
35
35
35
35
35
36
36
37
37
37
37
37
37
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-0.304
-0.443
0.164
-1.020
-0.149
0.092
-0.439
1.116
-0.703
-0.296
0.083
-0.315
0.556
-6.000
-0.325
0.613
-6.000
0.731
0.417
-0.997
-1.771
0.703
2.470
0.386
-0.360
-0.570
0.521
0.538
1.131
-1.278
2.747
-2.707
-1.235
1.107
-0.007
0.047
0.062
-0.248
0.567
-0.565
-0.091
0.164
-0.561
1.540
3.340
1.276
1.329
-0.870
-1.745
-0.007
-0.475
1.504
0.511
-1.469
1.148
-1.312
1.261
-1.458
2.540
-6.000
-0.507
0.611
2.668
0.791
-0.777
-0.811
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-1.101
-0.474
0.494
0.109
0.424
-0.427
-0.257
1.535
0.532
-0.991
0.701
-0.802
1.108
-6.000
-1.567
0.818
1.107
1.263
1.055
-1.699
-2.525
2.040
3.236
0.424
-0.373
-0.905
0.935
0.111
1.889
-1.890
-0.539
0.561
-0.082
0.074
-0.206
0.535
-0.197
0.230
0.902
-0.980
-2.389
2.438
-1.571
0.054
2.309
1.457
2.611
-1.141
-2.307
0.051
0.121
0.082
-0.112
0.127
1.407
-1.429
1.599
-1.639
-0.618
1.843
-0.461
0.656
0.860
0.721
0.715
-0.023

1.29E-01
6.69E-02
2.51E-01
1.74E-04
1.00E+0
3.89E-04
7.12E-01
1.83E-02
1.58E-04
6.95E-01
7.25E-01
1.96E-02
5.28E-03
3.39E-04
5.68E-02
2.61E-01
4.33E-01
2.03E-02
6.66E-01
3.77E-03
8.01E-09
8.43E-03
6.59E-13
3.11E-01
3.39E-01
4.23E-02
1.24E-01
2.98E-04
1.59E-08
4.34E-11
3.07E-05
4.23E-05
9.79E-04
2.45E-05
4.69E-01
7.47E-01
2.30E-01
2.58E-01
3.97E-02
3.37E-02
9.30E-01
9.35E-01
5.85E-01
1.05E-04
3.07E-06
3.12E-02
1.87E-02
3.43E-04
1.09E-02
4.27E-04
9.24E-01
3.56E-01
9.30E-01
3.62E-01
1.47E-07
1.14E-10
1.15E-05
1.00E-06
5.33E-06
2.96E-01
3.80E-04
5.83E-05
2.99E-05
1.87E-04
7.43E-01
1.20E-01

2.24E-07
8.82E-04
7.18E-04
6.41E-01
2.21E-04
7.33E-01
7.65E-04
5.18E-04
1.70E-01
6.38E-04
3.47E-04
4.42E-05
1.11E-05
2.34E-01
1.50E-03
1.31E-03
9.12E-04
4.21E-04
2.95E-04
5.64E-07
9.01E-08
8.23E-08
3.44E-13
1.29E-03
2.35E-04
2.56E-05
1.01E-05
2.36E-01
9.70E-23
7.60E-24
1.93E-01
2.09E-01
4.32E-02
3.72E-02
5.41E-04
2.57E-04
3.90E-06
4.12E-07
1.18E-08
2.87E-09
1.08E-03
9.82E-04
4.38E-04
4.53E-01
1.06E-02
1.03E-03
1.18E-04
2.01E-05
3.17E-07
1.12E-01
6.56E-04
5.23E-04
4.98E-04
4.54E-04
1.04E-14
6.17E-15
1.16E-26
2.37E-27
7.48E-01
2.27E-04
8.10E-01
4.51E-01
2.55E-01
3.86E-02
1.25E-03
1.00E-03

0.1601
0.9556
0.2694
0.0487
0.2586
0.3548
0.9584
0.5189
0.0366
0.0351
0.0257
0.2405
0.4520
0.9880
0.0439
0.7179
0.0951
0.6552
0.0032
0.1965
0.1171
0.4592
0.1311
0.9489
0.8597
0.7811
0.5308
0.1261
0.0379
0.0927
0.0002
0.0002
0.3318
0.2767
0.0278
0.0164
0.0003
0.0002
0.0299
0.0585
0.0013
0.0008
0.0663
0.0734
0.0954
0.4605
0.2154
0.8319
0.4413
0.9836
0.5526
0.1312
0.5331
0.1064
0.1794
0.4602
0.1234
0.3164
0.0064
0.0697
0.7604
0.9345
0.3848
0.0677
0.0670
0.4172

0.2888
0.9950
0.4087
0.1365
0.3981
0.4930
0.9955
0.6446
0.1115
0.1086
0.0922
0.3810
0.5903
0.9970
0.1271
0.8163
0.2037
0.7697
0.0324
0.3265
0.2331
0.5964
0.2510
0.9917
0.9318
0.8697
0.6537
0.2441
0.1144
0.2023
0.0054
0.0057
0.4683
0.4123
0.0956
0.0715
0.0068
0.0056
0.0997
0.1532
0.0180
0.0137
0.1657
0.1726
0.2037
0.5966
0.3508
0.9086
0.5816
0.9970
0.6739
0.2510
0.6548
0.2178
0.3072
0.5966
0.2412
0.4511
0.0439
0.1689
0.8549
0.9808
0.5273
0.1680
0.1667
0.5595



PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR

PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
PR
RT
RT
RT
RT
RT
RT

A*32:01
A*33:01
C*05:01
A*74:01
B*44:02
B*44:02
B*44:02
A*68:03
B*57:01
B*15:01
A*68:03
A*68:03
B*44:02
B*58:01
B*15:01
C*12:03
B*15:01
C*05:01
C*05:01
A*66:01
A*66:01
C*04:01
C*04:01
B*39:01
B*52:01
B*15:03
B*44:02
B*44:02
C*12:03
C*12:03
B*35:02
C*04:01
B*07:02
A*23:01
B*13:02
B*35:02
B*13:02
B*13:02
B*13:02
B*35:01
C*03:03
C*04:01
B*13:02
B*13:02
B*57:01
B*13:02
B*13:02
A*30:01
B*15:10
B*15:10
B*15:01
B*15:01
C*07:01
A*01:01
B*15:01
B*15:01
B*57:03
B*57:03
B*15:01
B*15:01
A*24:02
B*40:01
B*40:01
B*55:01
B*55:01
B*40:01

37
37
37
37
37
37
37
39
39
39
41
41
41
43
43
46
46
57
57
57
57
60
60
61
61
61
62
62
62
62
63
63
63
63
63

63
63
63
64
64
64
64
64
65
65
65
67
69
69
71
71
72
72
92
92
93
93
93
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-0.014
-6.000
0.850
0.586
1.223
0.520
-0.588
1.081
-0.052
0.167
-0.350
0.356
-0.338
-1.827
0.652
-1.478
-0.418
0.363
-0.354
-0.433
0.440
-0.444
0.455
1.200
-0.195
0.207
-0.416
0.241
0.681
-0.667
-0.777
-0.039
0.392
-0.408
-0.157
0.348
-1.087
1.196
0.714
-0.299
0.201
0.672
-0.152
0.606
-1.432
0.974
-0.923
-0.662
2.379
-2.357
-0.291
0.192
0.398
0.118
-1.319
0.312
-0.573
0.584
-1.013
1.024
0.476
1.018
-1.407
6.000
-6.000
2.859

202

1.098
1.589
0.961
0.153
0.969
0.746
-1.044
1.799
0.755
1.537
-0.640
0.164
-0.604
6.000
1.560
-0.189
-1.464
0.327
-0.327
1.019
-1.019
-0.402
0.415
-6.000
1.260
0.078
-0.254
0.245
0.636
-0.650
-0.586
-0.297
0.461
0.742
-0.954
1.422
-0.843
2.136
2.301
-0.157
0.588
1.009
-0.624
3.020
0.175
1.307
-1.144
-1.510
2.519
-2.237
-0.886
1.427
-1.937
0.282
-1.681
1.037
-0.385
0.394
-2.499
2.509
-0.514
2.066
-2.014
-2.167
2.303
2.320

9.66E-01
3.90E-01
2.50E-01
9.72E-01
2.07E-02
2.30E-02
1.34E-02
1.53E-03
5.03E-01
1.70E-02
3.86E-04
4.00E-05
8.00E-02
4.14E-04
9.93E-02
1.54E-04
8.08E-01
9.11E-01
8.32E-01
8.88E-01
9.02E-01
1.30E-03
7.83E-04
1.16E-04
7.41E-01
6.17E-01
2.68E-01
5.98E-01
9.29E-04
1.25E-03
4.11E-01
1.78E-05
4.92E-01
3.76E-01
9.88E-01
9.67E-01
2.03E-02
4.82E-03
1.48E-01
8.48E-03
9.38E-01
3.34E-04
6.30E-01
2.24E-01
5.74E-04
1.63E-01
8.19E-02
9.45E-03
3.59E-03
8.92E-04
3.70E-01
3.40E-01
4.64E-01
1.93E-01
9.13E-02
3.89E-01
6.40E-02
5.94E-02
3.76E-01
4.83E-02
3.45E-01
9.90E-01
6.00E-01
5.30E-01
5.54E-01
6.37E-03

9.48E-04
3.43E-04
2.75E-04
2.51E-04
2.02E-04
4.24E-09
3.82E-14
1.09E-02
8.45E-04
1.62E-04
5.79E-01
5.08E-01
7.21E-03
6.96E-02
1.12E-03
9.07E-01
1.82E-04
1.44E-03
1.44E-03
1.09E-03
1.09E-03
4.09E-04
3.70E-04
1.45E-01
8.65E-04
5.51E-04
1.44E-04
1.14E-04
1.94E-06
1.61E-06
1.07E-01
2.87E-03
1.57E-03
1.22E-03
1.06E-03
9.35E-04
2.02E-04
1.74E-08
1.04E-12
8.38E-03
3.22E-03
9.22E-04
4.24E-05
2.55E-05
1.17E-01
2.70E-03
7.71E-04
4.34E-04
4.89E-07
5.90E-09
1.04E-05
7.12E-06
8.74E-04
6.24E-04
2.34E-11
3.51E-12
4.50E-04
4.37E-04
2.48E-38
9.90E-39
1.12E-03
3.14E-14
6.85E-15
1.68E-03
1.05E-03
1.03E-09

0.1624
0.0186
0.2730
0.0015
0.7313
0.6254
0.0977
0.2767
0.0992
0.7943
0.6449
0.7887
0.8890
0.0001
0.5934
0.0088
0.1159
0.0141
0.0143
0.0109
0.0112
0.7010
0.6984
0.0134
0.0095
0.0738
0.9919
0.5024
0.3098
0.3387
0.2276
0.5813
0.8231
0.0094
0.1877
0.1776
0.4887
0.8630
0.0097
0.3041
0.0799
0.4673
0.1879
0.4577
0.0347
0.2776
0.3071
0.1516
0.3901
0.3033
0.1662
0.1646
0.0052
0.8946
0.0041
0.0001
0.0548
0.0580
0.0004
0.0004
0.9828
0.0114
0.0649
0.1022
0.1019
0.9930

0.2912
0.0765
0.4109
0.0190
0.8293
0.7416
0.2067
0.4123
0.2083
0.8782
0.7602
0.8749
0.9529
0.0046
0.7174
0.0513
0.2316
0.0663
0.0663
0.0574
0.0574
0.8009
0.8004
0.0638
0.0530
0.1727
0.9970
0.6280
0.4461
0.4741
0.3670
0.7036
0.9017
0.0530
0.3169
0.3066
0.6186
0.9333
0.0536
0.4405
0.1802
0.6012
0.3169
0.5953
0.1080
0.4123
0.4434
0.2772
0.5332
0.4399
0.2934
0.2934
0.0394
0.9561
0.0346
0.0035
0.1461
0.1524
0.0087
0.0089
0.9970
0.0577
0.1627
0.2123
0.2122
0.9970



RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

B*40:01
A*68:01
B*39:05
A*30:02
C*15:02
C*17:01
B*49:01
B*49:01
B*49:01
B*49:01
A*68:01
A*68:01
A*02:05
C*15:05
C*15:05
B*42:01
B*42:01
C*05:01
C*05:01
C*07:02
A*34:02
B*08:01
B*48:01
B*48:01
B*35:01
B*35:01
B*48:01
B*48:01
C*03:04
B*48:01
B*08:01
A*11:01
A*11:01
B*35:01
C*07:01
C*04:01
B*35:01
B*35:01
B*38:01
B*44:03
A*02:06
B*35:01
B*51:01
A*26:01
C*02:02
B*15:03
C*02:02
B*37:01
B*35:01
B*35:01
C*04:01
B*52:01
B*15:03
B*15:03
A*26:01
B*07:02
B*51:01
C*12:03
B*51:01
B*51:01
B*51:01
B*18:01
B*18:01
B*08:01
A*26:01
C*14:02

11
27
35
35
35
35
48
48
49
49
64
64
67
83
83
83
83
90
90
102
102
102
102
102
103
103
103
103
104
104
106
106
106
121
121
121
121
121
122
122
122
122
123
123
123
123
123
123
123
123
135
135
135
135
135
135
135
135
135
135
135
138
138
139
142
142
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-2.193
0.364
0.634
-1.316
0.364
0.046
-1.196
1.401
2.048
-1.976
-0.762
0.762
6.000
-0.098
0.102
0.503
-0.499
-0.949
0.999
-1.609
6.000
0.225
-2.508
3.382
-0.780
0.599
-0.605
0.756
-0.093
-1.129
-0.444
0.094
-0.697
0.085
-0.103
0.329
1.040
-0.612
0.153
-0.050
-0.313
-0.440
-0.144
0.207
-0.253
0.237
0.362
-0.339
0.408
-0.517
-6.000
-1.385
-6.000
6.000
-0.022
1.335
0.649
0.508
1.346
1.234
-1.423
2.038
-1.889
6.000
-0.671
0.205
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-2.345
-1.016
-0.296
1.182
0.642
1.522
-2.448
2.506
2.511
-2.569
-1.358
1.358
-2.749
-0.767
0.767
0.381
-0.381
-1.618
1.587
-0.409
-1.911
-6.000
-4.324
5.117
-1.564
1.800
-2.260
2.509
0.700
-2.120
-0.477
-1.524
1.624
0.998
-0.411
1.127
1.101
-0.845
-0.418
-0.243
-0.332
-0.552
0.357
0.408
-0.468
0.437
0.421
-0.336
1.210
-1.323
-0.138
-0.930
-0.221
0.244
0.690
0.580
1.590
0.513
1.735
2.396
-3.480
2.144
-2.128
-1.115
0.111
0.220

1.79E-02
5.27E-01
7.57E-04
1.13E-01
2.01E-01
9.90E-01
7.83E-03
3.53E-03
2.63E-07
7.82E-07
1.43E-03
1.43E-03
5.88E-01
7.11E-01
7.34E-01
3.06E-01
3.52E-01
9.56E-03
1.30E-02
3.11E-05
2.72E-01
9.51E-01
6.34E-26
4.67E-34
1.67E-01
2.53E-01
5.38E-03
1.54E-03
8.73E-01
7.83E-04
1.00E+0
9.94E-01
5.12E-01
1.00E+0
7.70E-01
5.59E-01
1.09E-04
4.49E-04
5.45E-01
7.87E-01
3.54E-01
4.68E-04
6.78E-02
2.22E-01
8.41E-01
1.00E+0
6.41E-01
5.04E-01
4.04E-03
5.04E-05
4.09E-04
1.46E-04
4.76E-04
1.74E-06
2.36E-01
2.84E-01
2.33E-01
6.38E-01
2.27E-07
1.40E-11
1.36E-17
8.23E-06
2.31E-05
8.37E-02
3.90E-04
7.39E-01

3.14E-10
1.93E-03
5.00E-01
9.70E-04
9.17E-04
3.42E-04
5.89E-05
1.97E-05
1.07E-13
2.15E-14
1.07E-03
1.07E-03
4.65E-04
5.94E-04
5.94E-04
4.90E-04
4.90E-04
5.71E-03
7.88E-04
5.10E-01
1.43E-03
3.20E-04
7.24E-17
1.01E-17
1.26E-03
1.09E-03
3.89E-04
1.35E-04
1.09E-03
5.93E-04
9.59E-05
8.89E-06
3.25E-06
1.08E-03
5.34E-04
1.93E-04
5.12E-06
5.67E-09
1.55E-03
6.62E-04
4.95E-05
3.60E-08
1.49E-03
1.29E-03
7.60E-04
5.86E-04
2.40E-04
2.10E-04
7.65E-07
2.02E-19
2.11E-01
8.41E-02
1.23E-02
1.89E-03
7.88E-04
6.73E-04
3.51E-04
3.86E-05
2.16E-05
1.90E-43
1.65E-58
5.44E-06
1.94E-06
1.27E-03
8.22E-01
1.52E-03

0.6741
0.0599
0.8276
0.3226
0.0709
0.0943
0.6977
0.6971
0.2551
0.1783
0.8907
0.8907
0.0043
0.0303
0.0299
0.1304
0.1330
0.2074
0.2497
0.6020
0.0637
0.0012
0.1069
0.3716
0.0036
0.0008
0.4727
0.4071
0.2423
0.1965
0.0589
0.0075
0.0015
0.0058
0.1486
0.0031
0.6005
0.0451
0.0383
0.1225
0.0040
0.7933
0.9110
0.5150
0.0785
0.0729
0.0851
0.4421
0.4751
0.0003
0.0202
0.2154
0.2752
0.0750
0.3944
0.0070
0.1687
0.0202
0.0535
0.0000
0.0000
0.8084
0.9708
0.9907
0.0188
0.0204

0.7826
0.1545
0.9049
0.4573
0.1707
0.2030
0.8004
0.8004
0.3957
0.3069
0.9529
0.9529
0.0350
0.0997
0.0997
0.2505
0.2534
0.3411
0.3904
0.7216
0.1618
0.0174
0.2183
0.5142
0.0331
0.0137
0.6061
0.5482
0.3826
0.3265
0.1535
0.0475
0.0191
0.0425
0.2750
0.0314
0.7216
0.1291
0.1147
0.2399
0.0346
0.8781
0.9657
0.6422
0.1785
0.1726
0.1882
0.5819
0.6084
0.0070
0.0796
0.3508
0.4123
0.1743
0.5368
0.0456
0.2954
0.0796
0.1439
0.0002
0.0000
0.8897
0.9970
0.9970
0.0769
0.0799
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RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

B*18:01
B*18:01
B*49:01
B*07:02
B*07:02
B*49:01
A*25:01
B*07:05
A*02:06
B*58:01
B*07:05
B*07:05
B*07:02
B*07:02
B*07:02
C*03:03
C*16:01
B*57:01
B*57:01
A*74:01
A*74:01
B*07:02
B*07:02
B*07:02
B*07:02
A*03:01
A*03:01
A*11:01
A*11:01
A*26:01
B*48:01
B*48:01
B*48:01
B*08:01
B*15:10
C*02:02
A*24:02
B*44:03
B*15:01
B*15:01
A*01:01
A*02:06
A*68:01
B*35:08
B*35:08
B*35:01
B*35:01
B*35:01
B*35:01
B*35:01
C*08:01
C*08:01
A*68:02
C*08:01
B*48:01
B*48:01
B*07:02
B*39:05
C*07:04
B*15:01
B*51:01
B*14:02
A*32:01
B*39:01
B*40:01
A*25:01

142
142
158
158
158
158
158
162
162
162
162
162
162
162
162
165
165
165
165
165
165
165
165
166
166
166
166
166
166
173
173
173
173
173
173
173
174
174
174
174
176
177
177
177
177
177
177
178
178
178
179
179
179
179
179
179
196
197
197
197
197
197
200
200
200
204
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-0.456
1.513
6.000

-0.614
0.693

-6.000
6.000
2.712
0.849

-0.179
1.558

-1.755
0.601
0.821

-0.983
1.198
0.238
6.000

-6.000
6.000

-6.000

-1.763
1.800

-0.560
0.660
1.231

-1.112

-1.772
1.817

-0.801
1.571
1.846

-1.000
1.193
0.451

-0.297

-0.177
0.088
0.088

-0.658

-6.000

-0.087

-0.070
2.410

-1.540

-0.862
0.798

-0.044
0.826

-0.364
1.780

-1.385

-0.533
1.034

-1.030
0.579

-0.146

-0.698

-6.000

-0.327

-0.258
1.030
0.121
0.086
1.475

-2.505
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-0.887
1.804
-1.337
1.242
-1.202
1.445
-1.147
-6.000
-6.000
1.008
0.774
-1.199
1.270
0.916
-1.137
-1.253
1.388
6.000
-6.000
-1.359
1.431
-1.381
1.496
-0.272
0.295
1.009
-0.944
-1.456
1.465
-0.048
-6.000
-6.000
-0.987
0.760
-0.810
-0.898
-0.110
0.265
1.790
-0.822
-6.000
1.451
-0.170
3.136
-1.330
-1.349
1.454
0.756
1.236
-0.951
-6.000
-1.353
-0.427
1.619
-1.879
2.298
0.513
-1.683
0.998
2.055
-0.609
-0.119
0.240
-0.750
1.459
-0.673

8.80E-02
9.64E-05
3.79E-01
1.00E+0
8.67E-01
3.77E-01
4.51E-01
7.45E-05
2.85E-04
4.88E-01
9.03E-03
2.64E-03
9.86E-01
3.90E-03
6.24E-05
2.61E-04
9.42E-01
3.91E-01
4.26E-01
4.49E-01
5.24E-01
2.08E-07
2.93E-07
2.58E-04
1.13E-03
1.18E-04
2.74E-04
3.82E-08
4.46E-08
1.46E-04
1.32E-04
4.25E-03
1.84E-07
2.66E-01
5.77E-01
9.61E-01
3.78E-04
1.47E-03
8.58E-01
1.49E-01
1.00E+0
4.94E-01
1.53E-01
7.40E-02
3.36E-03
5.26E-08
5.32E-06
1.52E-01
6.22E-02
4.90E-02
7.34E-05
2.84E-11
2.64E-01
4.58E-03
5.68E-07
9.88E-03
4.93E-01
4.83E-04
4.92E-01
1.03E-01
5.17E-01
8.76E-02
7.62E-01
7.95E-01
5.75E-02
6.61E-05

1.50E-05
2.75E-10
1.19E-03
1.07E-03
9.74E-04
8.87E-04
2.61E-04
4.44E-01
1.67E-01
5.45E-03
9.07E-04
3.20E-04
7.10E-05
1.65E-17
2.55E-25
2.21E-02
1.40E-03
8.88E-04
8.86E-04
3.40E-04
2.88E-04
2.63E-07
5.13E-08
2.12E-03
3.86E-04
3.02E-06
5.05E-10
7.56E-11
2.44E-11
4.71E-01
4.50E-01
3.92E-01
1.96E-01
1.18E-03
1.10E-03
4.77E-05
8.41E-01
3.27E-01
7.96E-04
5.96E-04
3.93E-04
1.08E-03
6.39E-04
9.39E-06
2.08E-07
4.87E-19
9.10E-23
8.11E-05
2.36E-06
7.57E-08
3.63E-01
3.26E-03
2.08E-03
6.00E-04
2.27E-04
1.16E-05
3.08E-04
1.09E-02
2.65E-03
1.52E-03
5.68E-04
2.06E-04
4.99E-04
2.27E-04
2.51E-09
1.53E-01

0.2389
0.6587
0.0773
0.0425
0.0329
0.0793
0.1470
0.0843
0.0222
0.3541
0.2888
0.4412
0.3219
0.0159
0.0542
0.0023
0.1668
0.9921
0.9904
0.0298
0.0687
0.4519
0.6167
0.0263
0.0727
0.6065
0.1492
0.2713
0.2360
0.5405
0.0047
0.0611
0.2829
0.0507
0.0731
0.0970
0.9288
0.9022
0.4976
0.5020
0.9939
0.0158
0.0035
0.0854
0.3911
0.6879
0.2938
0.0001
0.1436
0.0130
0.0649
0.8081
0.0248
0.3154
0.4455
0.0173
0.6799
0.8540
0.1637
0.0011
0.4208
0.8981
0.0646
0.0014
0.9207
0.0954

0.3798
0.7727
0.1764
0.1236
0.1040
0.1796
0.2749
0.1869
0.0834
0.4928
0.4264
0.5816
0.4569
0.0708
0.1453
0.0255
0.2934
0.9970
0.9970
0.0997
0.1689
0.5903
0.7332
0.0934
0.1726
0.7257
0.2750
0.4109
0.3769
0.6623
0.0369
0.1564
0.4195
0.1383
0.1726
0.2066
0.9758
0.9601
0.6259
0.6280
0.9970
0.0707
0.0331
0.1883
0.5337
0.7922
0.4305
0.0046
0.2696
0.0632
0.1627
0.8897
0.0901
0.4511
0.5856
0.0743
0.7857
0.9266
0.2930
0.0169
0.5635
0.9578
0.1627
0.0183
0.9724
0.2037
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RT
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RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
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RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
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B*44:03
B*44:03
B*44:03
C*17:01
B*44:03
B*18:01
B*35:02
B*44:03
B*15:01
A*31:01
B*44:03
B*15:01
B*15:01
A*02:05
A*02:05
C*08:02
B*40:01
A*25:01
B*15:01
B*44:03
B*15:01
B*15:01
B*15:01
A*01:01
B*07:02
B*14:01
B*07:05
B*53:01
B*53:01
B*58:01
B*57:01
A*29:02
B*57:01
B*57:01
B*58:01
B*58:01
B*57:01
A*33:03
B*53:01
B*53:01
B*53:01
C*17:.01
A*30:01
A*30:02
B*42:01
A*02:06
B*42:01
A*11:01
A*11:01
A*02:06
A*02:06
A*30:01
A*03:01
A*02:06
A*02:06
A*03:01
A*03:01
C*17:01
C*17:01
A*30:01
A*30:01
B*37:01
A*29:02
C*01:02
A*11:01
B*40:02

204
204
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
207
210
210
211
211
211
211
211
211
211
211
244
244
245
245
245
245
245
245
245
245
245
245
245
245
248
248
248
250
251
272
272
272
272
272
274
274
274
274
275
275
276
276
277
277
278
278
281
281
284
286
288
288
292
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2.025
-1.522
2.323
1.619
1.382
1.193
0.057
-0.986
1.545
0.053
-0.342
-0.191
-0.214
6.000
-6.000
1.617
0.427
-0.217
1.790
-0.224
1.665
-0.399
0.918
1.109
-0.318
0.023
-6.000
0.139
-0.207
2.581
1.506
-0.862
2.027
1.325
1.888
-1.030
-1.726
-0.248
1.799
-1.821
-1.655
-1.821
0.970
0.818
-0.404
0.606
1.546
0.611
-0.491
-1.347
1.322
-0.531
0.478
-1.561
1.680
2.329
-2.315
1.256
-0.887
-2.854
2.873
-1.893
-0.243
1.065
0.190
-0.394
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1.812
-1.160
1.090
0.061
1.617
2.350
-0.480
1.790
1.802
1.226
-0.879
1.002
-1.283
-1.599
2.477
-6.000
-0.705
0.333
1.325
-0.643
1.193
-0.297
1.588
-1.647
-0.661
NaN
2.867
1.065
-1.068
2.278
2.278
-0.916
1.966
1.888
2.223
-2.889
-3.547
-1.578
1.879
-1.817
-1.613
-0.690
1.235
1.038
-1.466
1.477
2.034
1.402
-1.149
-2.206
2.459
-1.298
2.366
-1.385
1.512
3.152
-3.382
2.131
-2.508
-2.169
2.250
-2.258
-0.132
1.133
0.438
0.048

3.87E-02
6.78E-04
9.27E-06
4.07E-04
4.81E-06
1.82E-01
4.94E-01
6.87E-01
3.05E-02
1.48E-03
3.48E-02
3.07E-01
9.90E-05
2.79E-01
5.23E-01
1.15E-04
1.00E+0
3.91E-01
1.35E-01
1.49E-01
2.30E-04
3.80E-03
8.99E-02
1.86E-02
7.13E-01
1.03E-02
4.89E-01
8.42E-02
1.99E-01
2.96E-03
2.74E-01
1.03E-01
7.13E-03
5.16E-01
5.84E-03
2.41E-02
8.61E-05
6.05E-01
2.88E-05
5.02E-06
2.46E-04
2.43E-04
6.83E-04
1.26E-02
4.27E-03
2.55E-02
8.47E-04
4.82E-01
4.55E-01
1.53E-03
2.28E-03
7.28E-01
1.01E-01
7.66E-26
8.07E-25
5.91E-30
1.52E-29
1.01E-01
2.04E-01
1.48E-14
1.04E-14
1.42E-01
9.86E-01
1.75E-04
7.60E-01
5.42E-04

2.84E-03
5.21E-04
1.55E-01
2.05E-01
2.07E-03
1.31E-03
1.28E-03
1.09E-03
4.53E-05
3.00E-05
5.96E-06
3.83E-07
5.17E-15
4.97E-04
6.46E-05
2.23E-01
8.91E-03
1.04E-03
1.31E-04
5.20E-05
1.15E-05
7.54E-06
8.70E-08
1.29E-03
4.58E-04
1.40E-03
6.41E-04
6.24E-04
5.63E-04
1.94E-04
6.58E-05
3.55E-05
7.41E-08
4.08E-11
1.82E-13
1.65E-19
6.87E-28
1.84E-03
2.18E-05
5.03E-06
8.90E-05
4.32E-01
3.19E-03
9.21E-04
3.44E-04
1.67E-04
7.44E-06
1.23E-03
8.73E-04
2.41E-04
1.45E-04
9.25E-04
2.27E-04
2.54E-07
2.03E-07
2.53E-83
2.67E-87
4.46E-04
7.79E-07
2.02E-10
5.12E-11
5.83E-04
3.30E-04
9.89E-04
5.53E-04
8.71E-01

0.6180
0.8981
0.0496
0.2441
0.2318
0.8741
0.0006
0.0382
0.3780
0.0142
0.0212
0.0270
0.0176
0.0081
0.0110
0.0259
0.6434
0.0404
0.2692
0.0621
0.8629
0.9224
0.1662
0.9962
0.2295
0.0442
0.0698
0.0492
0.1013
0.4804
0.5701
0.1957
0.5584
0.2377
0.2310
0.0003
0.0251
0.3775
0.6770
0.3374
0.6433
0.1332
0.6998
0.6763
0.3357
0.0290
0.7709
0.0063
0.0114
0.0999
0.0773
0.6068
0.6781
0.0932
0.1821
0.0001
0.0000
0.4708
0.0665
0.1743
0.1778
0.5229
0.8069
0.9010
0.8506
0.0035

0.7338
0.9578
0.1367
0.3849
0.3708
0.9413
0.0117
0.1147
0.5209
0.0663
0.0812
0.0943
0.0751
0.0496
0.0574
0.0926
0.7594
0.1193
0.4087
0.1581
0.9333
0.9724
0.2934
0.9972
0.3693
0.1275
0.1689
0.1365
0.2114
0.6135
0.6918
0.3262
0.6792
0.3787
0.3701
0.0068
0.0903
0.5209
0.7842
0.4728
0.7594
0.2534
0.8004
0.7842
0.4711
0.0982
0.8627
0.0438
0.0577
0.2090
0.1764
0.7257
0.7845
0.2026
0.3108
0.0041
0.0008
0.6045
0.1659
0.3026
0.3066
0.6479
0.8897
0.9598
0.9250
0.0331



RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT
RT

B*40:02
B*52:01
B*35:02
A*02:01
A*01:01
A*02:01
A*26:01
C*07:01
B*48:01
B*39:01
A*02:01
B*07:02
C*08:02
B*35:03
B*35:03
A*03:01
B*48:01
B*15:01
C*12:02
B*15:01
C*04:01
C*04:01
A*02:01
B*15:01
A*02:01
C*07:02
C*12:02
C*12:02
C*12:02
C*01:02
A*02:01
A*30:01
A*30:01
B*15:01
B*15:01
C*04:01
B*27:05
B*44:03
C*07:04
C*07:04
B*15:01
B*15:01
C*04:01
C*04:01
B*53:01
B*53:01
C*07:02
C*07:01
B*44:03
B*44:02
C*05:01
A*30:02
A*30:02
C*05:01
C*05:01
C*03:03
B*44:02
B*13:02
A*11:01
C*05:01
B*42:01
B*18:01
B*44:03
C*14:02
C*08:02
A*02:01

292
294
294
296
296
296
297
297
297
297
297
297
297
297
297
301
309
309
311
311
311
311
311
311
311
312
313
317
317
317
317
317
317
317
317
321
322
322
322
322
322
322
324
324
326
326
326
327
329
329
329
333
333
333
333
333
333
333
334
334
334
334
334
334
334
334
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0.334
0.628
-0.534
0.261
0.413
-0.207
0.448
-0.241
-0.444
-0.053
0.008
-0.872
0.613
-0.008
-0.027
-1.973
6.000
-1.618
-1.256
0.738
0.000
-0.090
-0.412
-0.593
0.404
0.140
6.000
-1.502
1.277
-0.691
0.345
-0.525
0.659
1.008
-0.856
-0.460
1.061
0.914
1.397
1.099
-0.120
0.300
0.892
-0.903
-0.714
0.113
0.073
6.000
0.787
-0.233
-0.065
1.399
-1.400
0.890
-0.858
-0.371
0.483
0.176
0.496
0.197
-0.090
0.072
0.790
-0.352
0.434
-0.355
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-0.028
1.442
-1.310
1.172
0.843
-1.023
-0.140
0.259
-0.129
-0.626
0.633
-1.661
0.910
-0.825
0.886
-0.309
2.759
-2.327
-1.085
0.758
-0.762
0.725
-0.756
-0.885
0.759
-6.000
-2.888
-0.276
0.335
-0.655
0.773
-0.814
0.871
1.599
-1.569
-1.421
-0.936
0.688
0.850
0.338
-0.723
0.718
0.531
-0.383
-6.000
6.000
-0.185
1.156
0.206
0.671
-0.610
0.945
-1.019
0.597
-0.585
-0.533
0.336
0.481
1.048
-0.517
-1.420
0.314
1.241
0.473
-0.188
-0.058

5.52E-04
2.99E-02
1.48E-01
3.61E-01
3.73E-01
2.52E-02
5.18E-01
6.32E-02
1.68E-01
3.95E-01
9.94E-01
3.38E-01
1.10E-02
9.12E-01
6.03E-01
1.84E-05
1.55E-01
4.37E-03
3.55E-03
1.69E-02
6.31E-01
7.20E-01
1.15E-01
4.20E-03
3.68E-03
9.90E-01
3.76E-01
2.99E-05
5.65E-04
4.52E-04
1.08E-01
2.12E-01
2.06E-01
2.36E-03
7.77E-03
9.93E-02
4.10E-04
4.29E-03
8.44E-02
2.44E-02
8.18E-01
6.23E-01
5.64E-04
2.25E-04
7.00E-01
1.00E+0
1.23E-03
7.90E-02
2.50E-04
5.22E-01
4.92E-01
9.40E-03
4.75E-03
5.68E-03
5.51E-03
4.92E-01
4.15E-01
2.68E-01
9.82E-01
7.65E-01
5.01E-01
5.74E-01
4.01E-02
1.52E-01
4.91E-01
7.16E-01

8.63E-01
8.95E-04
6.50E-05
8.88E-02
7.60E-04
7.26E-04
1.49E-03
1.41E-03
1.34E-03
6.74E-04
3.59E-04
3.23E-04
1.37E-04
1.04E-06
2.64E-07
7.81E-01
2.88E-03
3.03E-04
4.49E-03
9.60E-04
9.46E-04
9.08E-04
4.11E-04
4.35E-05
1.92E-05
7.42E-04
1.39E-04
2.87E-01
2.36E-01
1.44E-02
1.19E-03
4.47E-04
2.15E-04
6.28E-12
3.94E-12
2.61E-04
8.26E-02
1.59E-02
9.16E-04
6.10E-04
3.86E-05
2.09E-05
4.82E-01
3.25E-02
1.56E-03
4.72E-04
2.03E-04
2.32E-03
6.72E-01
1.63E-05
5.75E-07
6.42E-03
2.61E-03
2.55E-03
1.90E-03
1.27E-03
1.09E-03
4.22E-04
1.24E-03
1.20E-03
1.20E-03
1.02E-03
9.56E-04
5.18E-04
1.77E-04
1.63E-04

0.0035
0.0083
0.1815
0.3270
0.1666
0.0533
0.5290
0.0546
0.0561
0.0011
0.0040
0.1690
0.0140
0.0264
0.0716
0.1875
0.0242
0.8857
0.4944
0.7708
0.0173
0.0161
0.1666
0.2727
0.0596
0.0000
0.0091
0.0478
0.1481
0.7814
0.0367
0.0209
0.0215
0.0553
0.0329
0.1605
0.0041
0.9037
0.5526
0.7471
0.0041
0.0092
0.0130
0.2024
0.0499
0.0095
0.0011
0.3997
0.4835
0.0041
0.0031
0.9513
0.9939
0.8128
0.7318
0.0195
0.2490
0.1421
0.0513
0.6807
0.0036
0.4407
0.1985
0.0024
0.0145
0.0078

0.0331
0.0496
0.3103
0.4621
0.2934
0.1438
0.6522
0.1459
0.1478
0.0172
0.0346
0.2954
0.0659
0.0934
0.1712
0.3169
0.0887
0.9506
0.6250
0.8627
0.0743
0.0711
0.2934
0.4109
0.1545
0.0016
0.0526
0.1345
0.2750
0.8697
0.1115
0.0804
0.0818
0.1466
0.1040
0.2888
0.0346
0.9603
0.6739
0.8418
0.0346
0.0530
0.0632
0.3351
0.1369
0.0530
0.0172
0.5410
0.6144
0.0346
0.0314
0.9933
0.9970
0.8937
0.8293
0.0781
0.3902
0.2677
0.1390
0.7858
0.0331
0.5816
0.3292
0.0269
0.0672
0.0489



RT B*15:01 334 N 1.260 1.038 1.95E-02 1.26E-04 0.1672 0.2934
RT B*13:02 334 H 1.126 1.444 2.24E-01 1.76E-05 0.3833 0.5267
RT A*30:02 334 H 1.209 2.062 1.51E-01 4.81E-06 0.0112 0.0574
RT B*13:02 334 Q -0.545 -1.111 1.65E-01 3.06E-10 0.0059 0.0426
RT A*30:02 334 Q -0.707 -1.206 7.38E-03 7.16E-11 0.0085 0.0504
RT B*15:01 334 Q -0.359 -1.054 1.40E-02 5.30E-12 0.0027 0.0291
RT A*30:02 334 Y 3.232 3.350 8.39E-08 3.03E-12 0.2665 0.4073
RT B*15:01 334 L 0.264 1.317 4.40E-03 6.11E-15 0.0118 0.0590
RT C*05:01 335 G 0.243 0.432 4.58E-04 9.15E-01 0.0762 0.1757
RT A*30:02 335 G -1.615 -1.876 5.06E-05 1.91E-09 0.4120 0.5533
RT A*30:02 335 D 1.177 2.360 3.75E-02 7.94E-10 0.0874 0.1920

La fuerza de seleccion se muestra en INOR por cada polimorfismo asociado a HLA. *Se tomo como InOR= 6
a los valores infinitos.
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Tabla S 8 Aminoacidos en Gag asociados con alteraciones en la CRV

Posicién g{: Ig;c\'lia::rliti Mediana de obsglr?lranc?;%:: con obsg:l’vr::i?n:g sin Valor Valor
en Gag VIH AA CRV sin AA ol AA el AA de p de q
2 G 1.0249 1.0882 620 4 0.2633 @ 0.6861
7 M 0.9569 1.0252 7 617 0.3973 | 0.7277
7 | 1.0345 1.0249 68 556 0.5480 @ 0.7688
7 \ 1.0252 1.0243 547 77 0.9244 | 0.8452
8 | 1.0845 1.0235 7 615 0.6477 | 0.7977
8 L 1.0235 1.0845 615 7 0.6477 | 0.7977
9 S 1.0245 0.9805 621 4 0.9181 @ 0.8452
10 G 1.0289 0.9717 586 34 0.0032 | 0.1859
10 A 0.9837 1.0282 23 597 0.0505 @ 0.5390
10 S 0.8794 1.0252 5 615 0.0741 @ 0.5461
10 R 0.8978 1.0252 6 614 0.1491 0.6764
11 E 1.1423 1.0245 4 621 0.3435 @ 0.7106
1 G 1.0243 1.0592 617 8 0.4575 @ 0.7433
12 D 1.1724 1.0217 17 598 0.0006 @ 0.0714
12 E 1.0049 1.0413 343 272 0.0071 @ 0.2449
12 G 1.2972 1.0243 6 609 0.0310 @ 0.4054
12 K 1.0404 1.0148 193 422 0.0670 @ 0.5461
12 Q 1.0111 1.0257 50 565 0.1396 = 0.6658
15 K 1.0044 1.0257 193 417 0.0686 @ 0.5461
15 A 1.0548 1.0201 14 596 0.1501 @ 0.6764
15 R 1.0243 1.0235 349 261 0.4705 @ 0.7539
15 H 1.0770 1.0235 5 605 0.5249 @ 0.7688
15 T 1.0726 1.0233 8 602 0.5473 | 0.7688
15 S 1.0457 1.0239 4 606 0.7156 @ 0.8234
15 Q 1.0235 1.0243 35 575 0.8414 | 0.8337
16 W 1.0251 1.0020 617 4 0.4272 | 0.7277
18 R 1.0601 1.0235 61 555 0.6726 = 0.8027
18 K 1.0244 1.0403 550 66 0.8819 @ 0.8434
20 R 1.0246 1.0876 616 8 0.2270 @ 0.6835
20 Q 1.1251 1.0247 7 617 0.2315 @ 0.6861
23 P 1.0251 0.9008 623 4 0.0230 @ 0.3655
25 G 1.0251 0.9980 609 17 0.3699 @ 0.7277
25 [ 0.9578 1.0247 9 617 0.3814 0.7277
25 S 1.0043 1.0247 7 619 0.5869 @ 0.7752
26 R 1.0678 1.0231 24 595 0.1443  0.6703
26 N 0.9538 1.0251 14 605 0.1575 | 0.6835
26 K 1.0233 1.0383 574 45 0.4266 @ 0.7277
26 S 1.0663 1.0243 6 613 0.4334 | 0.7277
28 T 0.9276 1.0247 11 605 0.1552 | 0.6835
28 R 1.0118 1.0246 34 582 0.3367 @ 0.7106
28 Q 1.0146 1.0251 71 545 0.5651 @ 0.7688
28 K 1.0252 1.0118 496 120 0.7628 @ 0.8234
30 R 1.0324 1.0094 358 245 0.1629 @ 0.6835
30 K 1.0132 1.0258 187 416 0.3126 = 0.7086
30 Q 0.9941 1.0251 48 555 0.3483 0.7111
30 H 1.0533 1.0231 8 595 0.4796 @ 0.7545
31 L 1.0233 1.0625 612 4 0.7140 0.8234
34 | 1.0203 1.0392 469 145 0.0442 | 0.5015
34 L 1.0419 1.0217 112 502 0.0470 = 0.5158
34 \ 1.0282 1.0245 33 581 0.6985 @ 0.8181
35 M 1.1771 1.0235 7 615 0.0876 = 0.5780
35 | 1.0030 1.0245 21 601 0.2934 | 0.6861
35 \ 1.0239 1.0348 594 28 0.9630 @ 0.8507
43 R 1.0235 1.0828 615 4 0.1074 @ 0.6185
44 Y 0.9829 1.0246 12 604 0.5642  0.7688
44 F 1.0245 0.9835 603 13 0.8916 @ 0.8434
45 A 1.0247 1.0891 619 4 0.2921 | 0.6861
45 S 1.0891 1.0247 4 619 0.2921 @ 0.6861
46 | 1.0534 1.0156 37 570 0.0198 @ 0.3655
46 \ 1.0158 1.0417 511 96 0.1212 | 0.6443
46 L 1.0146 1.0217 59 548 0.9782 @ 0.8528
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1.0247
0.9775
1.0235
1.0891
1.0249
1.0313
1.0814
1.0239
1.0235
1.0616
0.9264
1.0487
1.0243
0.9866
1.0119
1.0678
0.8467
1.0245
0.9861
1.0583
1.0204
1.0472
1.0287
1.0245
0.9816
1.0212
1.0245
1.0245
1.0117
1.0383
0.9257
0.9299
0.9980
1.1077
1.0628
1.0401
1.0536
1.0244
1.0407
1.0367
1.0153
1.0870
1.0245
1.0682
1.0233
0.9861
1.0235
1.0309
1.0201
1.0399
1.0364
1.0015
1.0217
1.0811
1.1304
1.0289
0.9843
0.9694
0.9873
0.9945
1.1408
1.0201
1.0729
1.0252
1.0249
0.9927

0.9570
1.0246
1.1393
1.0251
1.0300
1.0246
1.0239
1.0810
1.0616
1.0243
1.0251
1.0175
1.0193
1.0239
1.0235
1.0235
1.0257
1.0378
1.0272
1.0251
1.0257
1.0252
1.0216
1.0240
1.0247
1.0244
1.0126
1.0313
1.0249
1.0243
1.0247
1.0246
1.0254
1.0233
1.0235
1.0239
1.0203
1.0235
1.0235
1.0239
1.0244
1.0239
1.0097
1.0231
0.9976
1.0243
1.0485
1.0243
1.0431
1.0203
1.0006
1.0344
1.0747
1.0203
1.0239
0.9925
1.0246
1.0251
1.0252
1.0252
1.0244
1.0729
1.0201
0.9918
0.9927
1.0249
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615

619

590
21

614
603
19
19
98
457
13
18
38

491
24

38

88
522

20
587
505

46

55

85

10

42
390
14
29

603

610

569
36
580
34
437
165
598
19

498

14
26
58

608
18
618
612

616

613
27
596
616

21
605
590
511
152
596
591
577
611
124
591
607
577
608
526

92
609
596

29
101
560
551
597
596
516
594
591
594
559
211
587
572
596
612

18
613

607
42
575
37
583
170
442
22
601
612
121
612
605
593
561
614
18
608

612

0.2805
0.5250
0.2265
0.4357
0.8420
0.9221
0.1528
0.3558
0.1854
0.2678
0.0121
0.1171
0.8725
0.8948
0.9210
0.0406
0.1467
0.3718
0.4228
0.4574
0.7500
0.9659
0.5238
0.7485
0.2585
0.7216
0.9395
0.7791
0.8164
0.8809
0.0775
0.0883
0.1071
0.1919
0.4329
0.4767
0.6091
0.6909
0.7167
0.7773
0.8604
0.4039
0.7249
0.5108
0.9698
0.4180
0.8286
0.9194
0.0821
0.1233
0.0110
0.0195
0.0613
0.0707
0.1697
0.1816
0.2918
0.3749
0.3926
0.4057
0.5876
0.2610
0.2610
0.4766
0.8957
0.8957

0.6861
0.7688
0.6835
0.7277
0.8337
0.8452
0.6823
0.7169
0.6835
0.6861
0.2994
0.6332
0.8399
0.8434
0.8452
0.4849
0.6764
0.7277
0.7277
0.7433
0.8234
0.8507
0.7688
0.8234
0.6861
0.8234
0.8489
0.8234
0.8275
0.8434
0.5553
0.5780
0.6185
0.6835
0.7277
0.7539
0.7925
0.8119
0.8234
0.8234
0.8399
0.7277
0.8234
0.7688
0.8518
0.7277
0.8323
0.8452
0.5680
0.6443
0.2976
0.3655
0.5461
0.5461
0.6835
0.6835
0.6861
0.7277
0.7277
0.7277
0.7752
0.6861
0.6861
0.7539
0.8434
0.8434
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0.9889
1.0535
1.0247
1.0300
1.0170
1.0246
1.0140
1.0490
1.0165
0.9822
1.0203
1.0750
1.0466
1.0057
1.0635
1.0408
1.0244
1.0325
1.0102
1.0443
1.0251
0.9564
1.0630
1.0247
1.0249
1.0251
0.9877
0.9486
1.0621
1.0482
1.0203
0.9674
1.0404
1.0434
1.0162
0.9915
1.0252
1.0817
1.0200
0.9714
1.0610
1.0258
0.9463
1.0200
1.0449
1.0282
1.0245
0.9885
1.0094
1.0158
1.0044
1.0252
1.0039
1.0243
1.0485
1.0246
1.0245
0.8720
1.0291
0.9988
1.0196
1.0306
1.0235
0.9366
1.0254
1.0043

1.0252
1.0233
1.0168
1.0154
1.0291
1.0060
1.0245
1.0156
1.0448
1.0247
1.0616
1.0231
1.0233
1.0635
1.0057
1.0243
1.0203
1.0243
1.0444
1.0111
0.9564
1.0251
1.0245
1.0110
0.9366
1.0063
1.0249
1.0243
1.0203
1.0196
1.0248
1.0239
1.0203
1.0203
1.0282
1.0247
1.0200
1.0203
1.0538
1.0243
1.0233
1.0151
1.0233
1.0243
1.0217
1.0245
1.0282
1.0243
1.0235
1.0235
1.0235
1.0110
1.0244
1.0158
1.0246
1.0485
0.8720
1.0245
0.9988
1.0290
1.0251
1.0239
1.0323
1.0246
0.9985
1.0252
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32
21
563
317
288
610
11
126
483

585

30
470
132

610

393
229
616

617
618
619

16
575
11
39
63
260

223
15
591

10
308

281

169
437

25
133

439

613

622
615

509
103
11
54
541

534
83

587
598
56
294
323
12
611
492
135
609
39
617
594
134
472
615
13
619
230
394

618
621

620
613
613
601
42
606
565
541
344
591
381
607
31
617
612
302
606
329
606
437
169
609
589
481
605
175
614

622

615
107
513
599
556
69
618
88
539

0.5540
0.9071
0.9975
0.4486
0.5779
0.8342
0.9426
0.2203
0.3145
0.5134
0.3279
0.3422
0.5293
0.0015
0.0017
0.6522
0.9280
0.9755
0.0237
0.0267
0.0260
0.0382
0.5538
0.9415
0.3145
0.9295
0.9800
0.2064
0.2284
0.2616
0.3757
0.6896
0.1814
0.3711
0.5591
0.6545
0.9161
0.0430
0.1664
0.7672
0.8998
0.2717
0.4524
0.6217
0.9274
0.8900
0.8900
0.3509
0.6057
0.6141
0.9480
0.9807
0.2686
0.7064
0.6653
0.6653
0.0226
0.0226
0.0466
0.0564
0.5046
0.7580
0.8615
0.4328
0.4877
0.6247

0.7688
0.8452
0.8573
0.7381
0.7752
0.8337
0.8495
0.6835
0.7086
0.7688
0.7106
0.7106
0.7688
0.1143
0.1197
0.7977
0.8452
0.8525
0.3655
0.3764
0.3752
0.4634
0.7688
0.8495
0.7086
0.8452
0.8528
0.6835
0.6835
0.6861
0.7277
0.8119
0.6835
0.7277
0.7688
0.7977
0.8452
0.4958
0.6835
0.8234
0.8451
0.6861
0.7392
0.7957
0.8452
0.8434
0.8434
0.7123
0.7895
0.7952
0.8503
0.8528
0.6861
0.8234
0.7981
0.7981
0.3655
0.3655
0.5158
0.5461
0.7688
0.8234
0.8399
0.7277
0.7620
0.7957



105
106
108
109
109
110
110
110
110
110
111
111
111
111
111
111
112
112
112
113
113
113
113
113
113
113
114
114
114
114
115
115
115
115
115
116
116
117
117
117
117
117
117
118
118
118
118
119
119
119
119
120
120
121
121
121
121
121
121
122
122
122
122
122
123
123
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1.0244
1.0239
1.0235
1.0243
1.1355
1.1723
1.0235
0.9837
1.1400
1.0534
1.0598
1.0947
1.0235
0.9986
1.0470
1.0022
1.1043
1.0249
1.0272
1.1028
0.8310
0.9982
1.0827
1.0649
1.0198
1.0098
1.0486
1.0235
1.0290
0.9816
1.0252
1.0101
1.0235
1.0272
1.0535
0.9702
1.0251
1.0845
0.9341
1.0536
1.0020
1.0282
1.0170
0.9734
1.0251
0.9974
1.0231
1.0366
1.0350
0.9437
1.0246
1.0897
1.0246
1.1524
1.0040
1.0075
1.0251
0.9639
1.0377
1.0814
1.0091
0.9731
1.0243
1.0728
0.8683
1.1119

1.0404
1.0120
1.1922
1.1188
1.0246
1.0233
1.0434
1.0252
1.0244
1.0235
1.0201
1.0243
1.0431
1.0252
1.0246
1.0249
1.0249
1.0285
1.0251
1.0200
1.0235
1.0235
1.0201
1.0231
1.0272
1.0231
1.0200
1.0189
1.0200
1.0243
1.0235
1.0251
1.0252
1.0235
1.0231
1.0251
0.9980
1.0252
1.0264
1.0249
1.0264
1.0125
1.0254
1.0249
0.9838
1.0235
1.0231
1.0244
1.0249
1.0251
1.0275
1.0243
1.0470
1.0235
1.0251
1.0247
1.0050
1.0243
1.0235
1.0239
1.0252
1.0251
1.0475
1.0249
1.0246
1.0233

211

513

598

10

20
17

536
12

509
44
26
11
45

521

21

605

15
526
50
19
575

10
18
10
578
608
65
32
482
26
13
56

537

15
614
614

43
613
616
605
592
611
103
558
612
612
610

18
611
601
607
591
594
603

75
599
587

82
547
565
601
567

91
607
591
613

13
611
611
614
603

92
568
594

38
605
603
602
610
616

42
615

613
552
585
135
613
591
608
565
615
84
616
614
614

0.8185
0.8938
0.0794
0.0987
0.1773
0.0216
0.1605
0.2022
0.2281
0.3208
0.1414
0.1588
0.3563
0.4927
0.5168
0.6561
0.2434
0.6632
0.9066
0.1238
0.1578
0.2697
0.5509
0.6242
0.9132
0.9736
0.5667
0.7142
0.9338
0.9466
0.5499
0.7669
0.8557
0.8859
0.9660
0.4528
0.6826
0.2420
0.2481
0.5440
0.6202
0.6713
0.8821
0.0118
0.0190
0.2814
0.8066
0.4176
0.5534
0.5546
0.5665
0.4927
0.7972
0.3178
0.3341
0.4181
0.4732
0.5230
0.5498
0.0573
0.7323
0.7873
0.8002
0.8315
0.0674
0.1876

0.8275
0.8434
0.5553
0.6047
0.6835
0.3655
0.6835
0.6835
0.6835
0.7106
0.6658
0.6835
0.7169
0.7646
0.7688
0.7977
0.6861
0.7981
0.8452
0.6443
0.6835
0.6861
0.7688
0.7957
0.8452
0.8525
0.7688
0.8234
0.8452
0.8503
0.7688
0.8234
0.8399
0.8434
0.8507
0.7392
0.8090
0.6861
0.6861
0.7688
0.7957
0.8025
0.8434
0.2994
0.3655
0.6861
0.8271
0.7277
0.7688
0.7688
0.7688
0.7646
0.8234
0.7086
0.7106
0.7277
0.7539
0.7688
0.7688
0.5461
0.8234
0.8234
0.8242
0.8329
0.5461
0.6835



123
123
123
123
124
124
124
124
124
124
125
125
125
125
125
125
125
126
126
126
126
126
126
127
127
127
127
127
128
128
128
128
130
130
130
132
132
138
138
138
138
138
141
142
143
144
144
146
146
146
147
147
147
148
148
148
159
159
163
163
165
165
168
168
173
173
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1.0249
0.9829
0.9861
1.0126
1.1806
0.9524
0.9834
1.0383
1.0257
1.0164
1.0203
1.0567
1.0736
1.0319
0.9829
1.0601
1.0126
0.9766
1.0612
1.0217
0.9932
1.0353
1.0629
0.9297
1.0532
1.0536
0.9752
1.0200
0.9172
1.1329
1.0070
1.0247
1.0461
0.9985
1.0245
1.0404
1.0235
1.0252
1.0376
1.0644
1.0249
1.0176
1.0246
1.0246
1.0249
1.0246
1.0143
0.9943
1.0282
1.0196
1.0190
1.0442
1.0435
0.9241
1.0252
1.0602
1.0505
1.0146
1.0520
1.0246
0.9907
1.0251
1.0245
1.0497
1.0274
1.0176

0.9976
1.0247
1.0246
1.0245
1.0235
1.0247
1.0257
1.0243
1.0148
1.0251
1.0314
1.0245
1.0249
1.0235
1.0252
1.0244
1.0251
1.0283
1.0233
1.0434
1.0277
1.0264
1.0257
1.0243
1.0201
1.0203
1.0245
1.0286
1.0249
1.0239
1.0246
1.0101
1.0239
1.0249
1.0084
1.0235
1.0404
1.0245
1.0245
1.0239
1.0239
1.0309
1.0158
1.0102
1.1038
1.0143
1.0246
1.0249
1.0175
1.0252
1.0435
1.0239
1.0198
1.0252
0.9635
1.0244
1.0146
1.0505
1.0246
1.0366
1.0251
0.9907
1.0936
1.0247
1.0184
1.0278

212

477
68
431
16

124

11

91
434

26
18

37
24

533

16
587

22
589
31
595
55
21
12
134
383
624
622
618
622

22
377
213
482

22
116

615

157
459

614

620
613

186
391

0.2204
0.2651
0.4048
0.7912
0.0272
0.2594
0.2838
0.5020
0.7079
0.9126
0.1622
0.2908
0.3235
0.3800
0.5862
0.6288
0.9533
0.1337
0.1403
0.4768
0.6421
0.8393
0.8450
0.2737
0.3115
0.5320
0.6569
0.9596
0.0548
0.1097
0.7791
0.9695
0.3989
0.6875
0.8030
0.5307
0.5307
0.4701
0.7337
0.7533
0.8200
0.9647
0.7359
0.5787
0.2680
0.5855
0.5855
0.2392
0.3972
0.6277
0.2285
0.3743
0.3882
0.0242
0.3394
0.5669
0.0139
0.0139
0.4363
0.5970
0.2212
0.2212
0.5102
0.8890
0.1938
0.1972

0.6835
0.6861
0.7277
0.8234
0.3764
0.6861
0.6861
0.7688
0.8234
0.8452
0.6835
0.6861
0.7106
0.7277
0.7752
0.7957
0.8505
0.6546
0.6658
0.7539
0.7977
0.8337
0.8337
0.6861
0.7086
0.7688
0.7977
0.8507
0.5461
0.6185
0.8234
0.8518
0.7277
0.8119
0.8246
0.7688
0.7688
0.7539
0.8234
0.8234
0.8275
0.8507
0.8234
0.7752
0.6861
0.7752
0.7752
0.6861
0.7277
0.7957
0.6835
0.7277
0.7277
0.3655
0.7106
0.7688
0.3002
0.3002
0.7277
0.7826
0.6835
0.6835
0.7688
0.8434
0.6835
0.6835



173
173
176
176
177
177
182
182
186
190
196
196
197
200
200
203
203
204
204
207
207
211
211
215
215
215
215
215
218
218
218
218
218
219
219
219
219
220
223
223
223
223
223
224
224
224
225
225
228
228
228
228
230
230
239
239
242
242
242
244
247
247
248
248
248
248
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1.0492
1.0220
1.0551
1.0239
1.1142
1.0251
1.0244
1.0855
1.0257
1.0251
0.9907
1.0246
1.0252
1.0266
1.0245
1.0505
1.0245
0.9943
1.0249
1.0269
1.0246
1.0252
0.9825
0.9654
1.0291
0.9856
1.0140
1.0323
1.0121
1.1156
1.0779
0.9545
1.0946
1.0035
1.0609
1.1192
1.0483
1.0247
1.0069
1.0673
1.0619
1.0315
1.0223
1.1088
1.0246
1.0306
1.0244
1.0175
1.0971
1.0151
1.0380
1.0470
1.0235
1.0283
1.0655
1.0235
1.0252
0.9473
0.9215
1.0247
1.0246
0.9724
1.0084
1.0519
1.0247
1.0204

1.0239
1.0243
1.0239
1.0551
1.0251
1.1142
0.9491
1.0235
0.8573
0.7591
1.0249
1.0222
0.9668
1.0245
1.0266
1.0245
1.0505
1.0249
0.9943
1.0246
1.0269
0.9769
1.0251
1.0289
1.0101
1.0272
1.0268
1.0254
1.0658
1.0156
1.0151
1.0217
1.0190
1.0609
1.0046
1.0233
1.0231
1.0052
1.0378
1.0244
1.0245
1.0143
1.0251
1.0246
1.0569
1.0247
1.1216
1.0246
1.0198
1.0569
1.0198
1.0216
1.0283
1.0235
1.0233
1.0594
0.9473
1.0251
1.0247
0.8908
0.9724
1.0246
1.0247
1.0239
1.0203
1.0246

213

34
24
602

616
612

619
624

620
619
14
613
31
591

620
24
604
597
25
29
436
18

91
509
26
50

10
400
186

13
621
291

289
12

612

618

15
484
31
87
571
49
21
595
593
21

619
608
15

42
423
136

612
587
602

620

604
24
26

598

558

151

569

578

496
95

578

554

598

594

206

420

602

593

320
604
605
322
599
616
11
619

620
602
133
586
530
51
573
598
24
29
601
615

15
608
611
578
197
484

0.5873
0.7356
0.5457
0.5457
0.4167
0.4167
0.2618
0.6800
0.0014
0.0096
0.4625
0.9110
0.3252
0.8650
0.8650
0.3930
0.3930
0.4220
0.4220
0.9954
0.9954
0.2405
0.2775
0.1827
0.3460
0.4493
0.5379
0.6164
0.0004
0.0005
0.0156
0.2847
0.3184
0.0001
0.0003
0.1431
0.6055
0.8940
0.1003
0.2188
0.2924
0.2930
0.5067
0.2524
0.3482
0.9711
0.4348
0.7979
0.0506
0.0963
0.4807
0.5107
0.3459
0.4103
0.2617
0.3782
0.1604
0.2155
0.5601
0.2509
0.7782
0.7782
0.4164
0.4217
0.8876
0.9225

0.7752
0.8234
0.7688
0.7688
0.7277
0.7277
0.6861
0.8087
0.1143
0.2884
0.7480
0.8452
0.7106
0.8399
0.8399
0.7277
0.7277
0.7277
0.7277
0.8573
0.8573
0.6861
0.6861
0.6835
0.7106
0.7381
0.7688
0.7952
0.0655
0.0655
0.3262
0.6861
0.7086
0.0446
0.0655
0.6692
0.7895
0.8434
0.6090
0.6835
0.6861
0.6861
0.7688
0.6861
0.7111
0.8519
0.7277
0.8234
0.5390
0.5996
0.7545
0.7688
0.7106
0.7277
0.6861
0.7277
0.6835
0.6835
0.7688
0.6861
0.8234
0.8234
0.7277
0.7277
0.8434
0.8452



248
252
252
252
252
252
253
253
255
255
255
256
256
256
260
260
264
264
267
267
268
268
268
273
273
280
280
280
280
280
281
284
286
286
292
292
295
295
302
302
303
303
309
309
310
310
311
312
312
315
315
315
319
319
323
323
326
326
331
331
332
332
335
335
339
340
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1.0376
1.0622
0.9959
0.9953
1.0366
1.0021
0.9575
1.0251
1.0231
1.0464
1.0601
1.0423
1.0231
0.9908
1.0140
1.0251
1.0473
1.0244
1.0245
1.0149
1.0697
1.0186
0.9340
1.0244
1.0252
1.0444
0.9714
1.0254
0.9934
1.0159
1.0248
1.0249
1.0184
1.0272
1.0571
1.0235
1.0246
0.9503
1.0252
0.9865
1.0251
1.0049
1.0247
0.9811
1.0244
1.0174
1.0245
1.0243
1.0225
1.0023
1.0220
1.0252
1.0196
1.0251
1.0203
1.2201
1.0246
1.0126
1.0239
1.0284
1.0268
0.9405
1.0251
0.9707
1.0251
1.0145

1.0243
1.0040
1.0440
1.0239
1.0162
1.0217
1.0251
0.9652
1.0464
1.0235
1.0233
1.0203
1.0401
1.0251
1.0251
1.0140
1.0244
1.0372
1.0149
1.0245
1.0175
1.0682
1.0247
1.0252
1.0244
1.0198
1.0246
1.0231
1.0247
1.0252
1.0247
1.0038
1.0272
1.0184
1.0233
1.0314
0.9503
1.0246
0.9865
1.0252
0.9995
1.0251
0.9811
1.0247
1.0174
1.0244
0.9815
1.0225
1.0243
1.0252
1.0251
1.0186
1.0251
1.0196
1.1157
1.0217
1.0126
1.0246
1.0284
1.0239
0.9724
1.0254
0.9707
1.0251
1.0235
1.0583

214

145
258
18
184

619
587
28

54
559
10
55
568
18
602
597
22
77
538

620

39
21
400
28
122
620
622
281
335
10
609
618

601
26
594
29
615

550
68
613
295
314
24
10
581

607
611

538
71
594
20
598

614
10
613
492

615
469
356
596
430
610
620

34
593
616
569

64
613
568

55
606

22

22
597
544

83
615

620
572
590
211
583
489

335

281

610
11

618
26
601
30
595

615
68
550

314
295
597
611
40
607
15

612
71
538
20
594
18
610
10
614

121

0.9330
0.0004
0.0041
0.2913
0.4596
0.6510
0.1156
0.3704
0.6557
0.7850
0.8442
0.0727
0.1837
0.4203
0.5673
0.5673
0.5139
0.9443
0.7810
0.7810
0.1263
0.2120
0.4183
0.9548
0.9548
0.0970
0.4784
0.5671
0.6477
0.8213
0.7277
0.4489
0.3417
0.3417
0.5958
0.6904
0.3231
0.3231
0.0243
0.0243
0.3036
0.3438
0.2454
0.2454
0.4771
0.4771
0.3619
0.5322
0.5322
0.6509
0.6646
0.8361
0.9496
0.9496
0.0558
0.0750
0.8206
0.8206
0.5109
0.5109
0.0735
0.1305
0.2585
0.2585
0.8163
0.0112

0.8452
0.0655
0.2021
0.6861
0.7450
0.7977
0.6300
0.7277
0.7977
0.8234
0.8337
0.5461
0.6835
0.7277
0.7688
0.7688
0.7688
0.8499
0.8234
0.8234
0.6494
0.6835
0.7277
0.8505
0.8505
0.5996
0.7543
0.7688
0.7977
0.8275
0.8234
0.7381
0.7106
0.7106
0.7825
0.8119
0.7106
0.7106
0.3655
0.3655
0.7005
0.7106
0.6861
0.6861
0.7539
0.7539
0.7240
0.7688
0.7688
0.7977
0.7981
0.8337
0.8503
0.8503
0.5461
0.5461
0.8275
0.8275
0.7688
0.7688
0.5461
0.6546
0.6861
0.6861
0.8275
0.2976



340
3
342
342
345
345
348
348
348
348
349
349
357
357
357
361
361
362
362
368
368
368
369
369
369
369
370
370
370
370
370
370
371
371
371
371
371
372
372
372
372
372
372
372
372
372
373
373
373
373
373
373
374
374
374
374
374
374
374
375
375
375
375
375
375
375
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1.0525
1.0239
1.0181
1.0239
1.1610
1.0235
1.0208
1.0140
1.0235
1.0481
1.0233
1.0811
1.0404
1.0235
0.9880
0.9422
1.0251
1.0176
1.0247
1.0252
0.9669
0.9711
0.9298
1.0247
0.9885
1.0273
1.0579
0.9932
1.0282
0.9925
1.0170
1.0404
0.9431
1.0662
1.0231
0.9575
1.0360
1.0634
1.0140
1.1094
0.9911
0.9441
1.1196
1.0379
1.0635
1.0386
1.0928
1.0142
0.9699
1.0456
1.0252
1.0031
1.0574
1.0137
1.0171
1.0300
1.0264
0.9911
1.0180
1.0277
1.0184
1.0154
1.0203
1.0582
0.9522
0.9890

1.0149
1.0701
1.0239
1.0181
1.0235
1.1610
1.0244
1.0245
1.0313
1.0231
1.0811
1.0233
1.0186
1.0291
1.0260
1.0251
0.9422
1.0247
1.0176
0.9653
1.0247
1.0243
1.0246
0.9932
1.0245
1.0244
1.0176
1.0246
1.0239
1.0245
1.0323
1.0216
1.0235
1.0198
1.0037
1.0217
1.0203
1.0148
1.0434
1.0231
1.0254
1.0247
1.0243
1.0244
1.0243
1.0239
1.0156
1.0288
1.0203
1.0184
1.0162
1.0233
1.0235
1.0282
1.0251
1.0180
1.0247
1.0251
1.0251
1.0196
1.0217
1.0243
1.0214
1.0200
1.0231
1.0203

215

116
612
56
554

611

11
577
27
620

175
407
27

614
49
569
601

12
595
11

76

21
14
448
47
16
13
539

54
447

346
36

153
41
25

118
10

318
93

18
32
165
152
223

497

556
58
611

616
609
43
593

620
438
206
586
614

569
49
18

611

613

610
27

611

618

535

606

590

597

163

564

567

570
44

578

575

552

159

591

548

601

601

600

597

600

588

261

571

601

454

566

569

476

584

276

501

586

576

569

436

449

378

595

593

593

0.0229
0.7286
0.7565
0.8380
0.1230
0.1230
0.5051
0.6181
0.7709
0.7946
0.0676
0.0676
0.1276
0.3790
0.4089
0.0652
0.0652
0.9200
0.9200
0.0238
0.2773
0.3986
0.2396
0.3494
0.7343
0.8429
0.0710
0.2460
0.2661
0.3172
0.5185
0.5826
0.1355
0.2235
0.7880
0.9341
0.9950
0.0043
0.0779
0.2267
0.2838
0.3895
0.4110
0.4283
0.9076
0.9309
0.0074
0.2353
0.4206
0.6265
0.7696
0.9530
0.1781
0.2291
0.6409
0.6613
0.7492
0.8211
0.9967
0.5586
0.5880
0.6396
0.8134
0.8297
0.8617
0.9184

0.3655
0.8234
0.8234
0.8337
0.6443
0.6443
0.7688
0.7952
0.8234
0.8234
0.5461
0.5461
0.6494
0.7277
0.7277
0.5461
0.5461
0.8452
0.8452
0.3655
0.6861
0.7277
0.6861
0.7113
0.8234
0.8337
0.5461
0.6861
0.6861
0.7086
0.7688
0.7752
0.6559
0.6835
0.8234
0.8452
0.8573
0.2021
0.5553
0.6835
0.6861
0.7277
0.7277
0.7277
0.8452
0.8452
0.2449
0.6861
0.7277
0.7957
0.8234
0.8505
0.6835
0.6835
0.7977
0.7981
0.8234
0.8275
0.8573
0.7688
0.7752
0.7977
0.8275
0.8323
0.8399
0.8452



376
376
376
376
377
377
378
378
378
378
380
380
380
380
381
381
381
381
382
382
382
383
383
383
383
384
384
384
384
385
385
385
385
385
385
385
386
386
386
387
387
387
388
388
388
389
389
389
389
389
389
389
389
389
390
390
397
397
398
398
398
398
398
398
398
401
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1.0243
1.0668
1.0675
1.0110
0.9787
1.0249
1.0853
0.9948
1.0620
1.0243
0.9074
1.0043
1.0380
1.0216
0.8994
1.0244
1.0077
1.0346
0.8955
1.0250
1.0288
0.9468
1.2328
1.0251
0.9980
1.0159
1.0470
1.0934
1.0231
1.0821
1.0198
1.0205
0.9232
1.0617
1.0164
0.9995
1.2009
1.0231
1.0322
1.0153
1.0272
1.0314
1.0214
1.0513
1.0243
1.0044
1.1344
1.0203
1.0383
1.0305
1.0077
1.0153
1.0252
1.0283
1.0203
1.0233
1.0252
1.0140
0.9606
1.0641
1.0167
1.0434
1.0658
1.0333
1.0203
1.0235

1.0304
1.0239
1.0243
1.0251
1.0249
0.9787
1.0239
1.0243
1.0235
0.9948
1.0254
1.0260
1.0198
1.0288
1.0246
1.0272
1.0244
1.0237
1.0246
0.9708
1.0235
1.0252
1.0235
0.9907
1.0245
1.0481
1.0200
1.0249
1.0252
1.0217
1.0288
1.0243
1.0245
1.0203
1.0245
1.0243
1.0231
1.0466
1.0235
1.0318
1.0180
1.0198
1.0235
1.0231
1.0177
1.0252
1.0249
1.0251
1.0246
1.0247
1.0252
1.0260
1.0249
1.0246
1.0246
1.0251
1.0140
1.0252
1.0243
1.0196
1.0318
1.0203
1.0231
1.0231
1.0243
1.0291

216

511
23

77

620

11
595

29
205
370

592

20

598

13

577

432
129

33

480
18

42
44

545
48
519
67
21
128

467
43

84
33
134

39

213
253
348
542
72

35
458
19

11
59
157

106
594
613
540
620

614
611
607
23
606
582
406
241
618
30
616
602
608
16
609
603
609
39
607
172
475
598
571
598
127
589
603
565
563
599
605
64
561
92
544
590
475
597
136
548
584
507
558
457
585
552
568
378
352
257
72
542
595
567
144
583
593
591
543
456

0.1309
0.2029
0.4994
0.5535
0.7744
0.7744
0.6389
0.6648
0.7649
0.9312
0.1893
0.3429
0.5400
0.9789
0.2142
0.4299
0.7789
0.8101
0.0302
0.1149
0.6405
0.1108
0.1981
0.2765
0.6151
0.0641
0.1540
0.4762
0.9996
0.0942
0.4277
0.4688
0.4834
0.5705
0.6178
0.7240
0.0086
0.0964
0.3410
0.2116
0.3898
0.4121
0.8640
0.9081
0.9900
0.4392
0.5300
0.5846
0.6470
0.7160
0.8363
0.8713
0.8910
0.9646
0.3002
0.3939
0.3749
0.3749
0.1046
0.1411
0.4972
0.5406
0.7817
0.7923
0.9563
0.1320

0.6546
0.6835
0.7688
0.7688
0.8234
0.8234
0.7977
0.7981
0.8234
0.8452
0.6835
0.7106
0.7688
0.8528
0.6835
0.7277
0.8234
0.8275
0.4024
0.6300
0.7977
0.6185
0.6835
0.6861
0.7952
0.5461
0.6833
0.7539
0.8573
0.5981
0.7277
0.7539
0.7570
0.7712
0.7952
0.8234
0.2696
0.5996
0.7106
0.6835
0.7277
0.7277
0.8399
0.8452
0.8573
0.7308
0.7688
0.7752
0.7977
0.8234
0.8337
0.8399
0.8434
0.8507
0.6949
0.7277
0.7277
0.7277
0.6185
0.6658
0.7688
0.7688
0.8234
0.8234
0.8507
0.6546



401
401
403
403
404
404
406
406
410
410
411
411
415
415
418
418
418
418
418
419
419
423
423
423
425
425
427
427
427
427
427
427
427
428
428
428
428
429
429
429
429
436
436
437
437
437
437
439
439
440
440
441
441
441
441
44
441
44
442
442
442
443
443
449
449
449
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1.0565
1.0252
1.0264
1.0153
1.0481
1.0249
0.9822
1.0264
1.0217
0.9945
1.0136
1.0535
1.0235
0.8879
1.1529
1.0106
1.0257
1.0614
1.0153
1.0290
1.0201
0.9555
1.0235
1.0244
1.0584
1.0158
1.0413
1.0709
0.9564
1.0140
1.0026
0.9887
1.0143
0.8548
1.1073
1.0196
1.0431
0.8351
1.1938
1.0548
1.0158
1.0572
1.0186
1.0158
1.0709
1.0392
1.0274
1.0243
0.9621
1.0175
1.0429
0.9868
1.0891
1.0706
1.0493
1.0149
1.0219
0.9988
1.0845
1.0156
1.0164
1.0167
1.1251
1.0282
1.0186
1.0300

1.0245
1.0251
1.0153
1.0264
1.0246
1.0423
1.0264
0.9822
0.9945
1.0217
1.0559
1.0140
0.8879
1.0235
1.0153
1.0273
1.0146
1.0167
1.0175
1.0200
1.0217
1.0235
0.9756
1.0203
1.0156
1.0527
1.0148
1.0153
1.0198
1.0273
1.0198
1.0198
1.0200
1.0203
1.0175
1.0315
1.0196
1.0231
1.0167
1.0167
1.0398
1.0167
1.0416
1.0392
1.0175
1.0175
1.0198
0.9621
1.0243
1.0790
1.0196
1.0233
1.0186
1.0167
1.0158
1.0198
1.0149
1.0199
1.0156
1.0288
1.0175
1.1251
1.0186
1.0198
1.0300
1.0198

217

20
431
387
223

17
600

43
569
500

28
452

67
523

368
67

75

520

513

29
493
18
17
12
366

481
32

16
493
28
492
497

11
12
507
17
519

27

34
29
382
25

478
28
502

486
25

593
182
223
387
602
19
569
43
28
500
68
453

523
517
156
457
520
449
521

519
14
521
494
30
502
503
508
154
512
514
435
521
521
44
493
519
518
508
31
496
32
31
523
517
516
17
507

523
490
512
508
483
488
135
492
512
39
489

504
518
39
500

0.2015
0.3381
0.7420
0.7420
0.3101
0.7426
0.0746
0.0746
0.8666
0.8666
0.1879
0.2281
0.0067
0.0067
0.0903
0.2788
0.5404
0.6260
0.8714
0.6816
0.9944
0.1675
0.4031
0.7463
0.2059
0.2689
0.1932
0.2571
0.3002
0.3090
0.6430
0.8655
0.9632
0.0302
0.3177
0.8717
0.9029
0.0132
0.0886
0.2122
0.3294
0.2115
0.4421
0.4243
0.4500
0.6015
0.7726
0.0673
0.0673
0.1949
0.4484
0.1274
0.1807
0.3399
0.5494
0.7617
0.7809
0.9748
0.1938
0.4923
0.7352
0.0596
0.1015
0.6462
0.7982
0.8490

0.6835
0.7106
0.8234
0.8234
0.7086
0.8234
0.5461
0.5461
0.8399
0.8399
0.6835
0.6835
0.2429
0.2429
0.5787
0.6861
0.7688
0.7957
0.8399
0.8090
0.8573
0.6835
0.7277
0.8234
0.6835
0.6861
0.6835
0.6861
0.6949
0.7086
0.7977
0.8399
0.8507
0.4024
0.7086
0.8399
0.8452
0.3002
0.5780
0.6835
0.7106
0.6835
0.7338
0.7277
0.7381
0.7870
0.8234
0.5461
0.5461
0.6835
0.7381
0.6494
0.6835
0.7106
0.7688
0.8234
0.8234
0.8525
0.6835
0.7646
0.8234
0.5461
0.6109
0.7977
0.8234
0.8359



451
451
453
453
453
456
456
457
458
460
460
460
460
462
462
463
463
463
463
464
464
464
464
464
465
465
465
466
466
466
467
467
467
468
468
468
469
469
469
469
469
470
470
470
470
470
470
470
470
471
471
471
472
472
472
473
473
473
473
473
473
474
474
474
474
475
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1.0251
0.9986
1.0041
1.0167
1.0295
1.0153
1.0247
1.0196
1.0175
1.0196
1.0164
1.0678
1.0191
1.0201
1.0443
1.0252
0.8969
0.9482
0.9436
1.1054
0.9913
0.9915
1.0252
0.9778
1.0231
0.9792
1.0257
1.1408
1.0149
0.9472
1.1539
1.0156
1.0911
0.9048
1.0245
1.0144
0.9956
0.9323
1.0285
0.9932
1.0235
1.0965
1.0755
1.0252
0.9866
1.0146
1.0079
1.0143
0.9855
1.0069
1.0116
1.0252
0.9215
1.0247
1.0028
1.2779
0.8823
1.1074
1.0158
1.0201
1.0290
0.9030
1.0810
0.9649
1.0201
0.9497

0.9953
1.0241
1.0186
1.0187
1.0156
1.0252
1.0156
1.0442
0.9843
1.0153
1.0158
1.0153
1.0158
1.0140
1.0200
0.9447
1.0239
1.0201
1.0200
1.0148
1.0198
1.0203
0.9988
1.0201
0.9618
1.0167
1.0148
1.0145
1.0491
1.0158
1.0153
1.0438
1.0153
1.0233
1.0050
1.0217
1.0239
1.0233
1.0004
1.0233
1.0200
1.0201
1.0217
1.0151
1.0235
1.0239
1.0239
1.0252
1.0235
1.0233
1.0243
1.0126
1.0219
0.9974
1.0235
1.0167
1.0231
1.0186
1.0201
1.0158
1.0198
1.0203
1.0175
1.0231
1.0050
1.0257

218

399
114
26
466
26
413
108
521
517
104
384

490
11
467
26

14

53
396
22
471

15
471
11
458
11
480
20

412
22
31

360

409

121
406
494
54
494
109
414

403
123
501
501
24
503
49
490
508
507
490
496
451
108
482
28
490
492
484
28
493
483
36
483
510
34
494
482
484
78
468
459
494
498
142
497
488
492
415
491
484
443
94
496
32
493
494
495
492
326
209
490
507
505
507
19
485

0.1831
0.2984
0.2635
0.6602
0.6697
0.7440
0.7976
0.6267
0.7363
0.2379
0.2907
0.5356
0.8247
0.6842
0.7481
0.0027
0.0063
0.3550
0.6560
0.0343
0.2645
0.3884
0.4305
0.5276
0.0047
0.2019
0.7374
0.0253
0.2038
0.2765
0.0111
0.1803
0.2821
0.0836
0.3831
0.9596
0.0554
0.1043
0.3172
0.3302
0.6329
0.1782
0.5727
0.7265
0.7673
0.7850
0.7865
0.8196
0.9925
0.5921
0.6754
0.8456
0.1505
0.1766
0.5676
0.0046
0.0538
0.2099
0.4008
0.5618
0.7564
0.1108
0.1712
0.2172
0.9962
0.0130

0.6835
0.6949
0.6861
0.7981
0.8020
0.8234
0.8234
0.7957
0.8234
0.6861
0.6861
0.7688
0.8297
0.8095
0.8234
0.1695
0.2429
0.7169
0.7977
0.4320
0.6861
0.7277
0.7277
0.7688
0.2021
0.6835
0.8234
0.3730
0.6835
0.6861
0.2976
0.6835
0.6861
0.5726
0.7277
0.8507
0.5461
0.6185
0.7086
0.7106
0.7977
0.6835
0.7727
0.8234
0.8234
0.8234
0.8234
0.8275
0.8573
0.7791
0.8046
0.8337
0.6764
0.6835
0.7688
0.2021
0.5461
0.6835
0.7277
0.7688
0.8234
0.6185
0.6835
0.6835
0.8573
0.3002



475
475
476
476
476
476
477
477
477
477
478
478
478
478
478
478
478
478
478
478
479
479
479
479
479
479
479
479
479
480
480
480
480
481
481
481
481
481
482
482
482
482
483
483
483
483
483
483
483
484
484
484
484
485
486
486
486
486
486
486
487
487
487
487
487
487
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1.0257
1.0521
0.9911
1.0069
1.0260
0.9892
1.0521
0.9848
0.9341
1.0252
0.9594
0.9052
1.0438
1.0251
0.9839
1.0457
0.9522
1.0821
0.9961
0.9963
0.9537
0.9953
1.0662
0.9713
1.0446
1.0864
1.0392
1.0251
1.0256
0.9906
1.0243
0.9961
1.0128
1.0067
1.0277
0.9926
0.9945
1.0206
1.0050
1.1148
1.0265
0.9942
0.9282
0.9046
1.0231
1.1455
1.0302
1.0415
1.0451
1.0249
0.8064
0.9113
1.0521
1.0231
1.0252
0.9677
0.9984
0.9411
1.0143
1.0443
1.0975
0.8758
0.9546
1.0231
1.0293
1.0045

0.9827
1.0217
1.0251
1.0239
0.9942
1.0243
1.0196
1.0283
1.0251
1.0153
1.0243
1.0203
1.0145
1.0121
1.0233
1.0196
1.0201
1.0198
1.0217
1.0203
1.0239
1.0252
1.0167
1.0200
1.0175
1.0196
1.0186
1.0186
1.0196
1.0203
1.0069
1.0239
1.0231
1.0233
0.9984
1.0247
1.0241
1.0217
1.0245
1.0200
1.0101
1.0252
1.0247
1.0233
1.0146
1.0196
1.0186
1.0148
1.0198
0.9739
1.0239
1.0239
1.0231
1.1096
1.0020
1.0239
1.0245
1.0235
1.0243
1.0231
1.0217
1.0249
1.0252
1.0283
1.0217
1.0247

219

459
19

17
468

32
40

421
18

51
318

253
42

437
19
34

396
29
48
16
43

386
55
13

345

18
80

476

491
401
10
36

17
12
12

315
126

42
482
497
488

37
501
469
461
496

80
469
481
436
169
446
481
478
482
478
469
476
404
472
483
453
483
466
236
447
497

64
482
467
494
102
469
450
482
454
489
111
442
477
484
145
483
472
410
482

24
496
496
495

83
474
448
479
467
479
466
474
466
163
352
474

0.0562
0.7973
0.5439
0.6480
0.7286
0.7386
0.0890
0.1057
0.2520
0.9084
0.0343
0.0894
0.1105
0.1779
0.2087
0.3443
0.3803
0.4264
0.6173
0.6352
0.1686
0.1813
0.2016
0.2040
0.2511
0.4308
0.7021
0.7391
0.9995
0.5555
0.5867
0.6934
0.7479
0.3589
0.3747
0.5598
0.7289
0.7560
0.2033
0.2598
0.3961
0.5019
0.0010
0.0582
0.0846
0.2416
0.7280
0.7331
0.8720
0.0360
0.1343
0.1503
0.8776
0.2355
0.1902
0.2233
0.3873
0.5553
0.8027
0.8685
0.0426
0.0686
0.0793
0.3367
0.5417
0.7851

0.5461
0.8234
0.7688
0.7977
0.8234
0.8234
0.5780
0.6185
0.6861
0.8452
0.4320
0.5780
0.6185
0.6835
0.6835
0.7106
0.7277
0.7277
0.7952
0.7977
0.6835
0.6835
0.6835
0.6835
0.6861
0.7277
0.8209
0.8234
0.8573
0.7688
0.7752
0.8135
0.8234
0.7200
0.7277
0.7688
0.8234
0.8234
0.6835
0.6861
0.7277
0.7688
0.1024
0.5461
0.5739
0.6861
0.8234
0.8234
0.8399
0.4452
0.6546
0.6764
0.8434
0.6861
0.6835
0.6835
0.7277
0.7688
0.8246
0.8399
0.4958
0.5461
0.5553
0.7106
0.7688
0.8234



488
488
488
490
490
491
494
495
495
496
497
497
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ABSTRACT HIV circumvents HLA class I|-restricted CD8* T-cell responses through
selection of escape mutations that leave characteristic mutational “footprints,” also
known as HLA-associated polymorphisms (HAPs), on HIV sequences at the popula-
tion level. While many HLA footprints are universal across HIV subtypes and human
populations, others can be region specific as a result of the unique immunogenetic
background of each host population. Using a published probabilistic phylogeneti-
cally informed model, we compared HAPs in HIV Gag and Pol (PR-RT) in 1,612 sub-
type B-infected, antiretroviral treatment-naive individuals from Mexico and 1,641 in-
dividuals from Canada/United States. A total of 252 HLA class | allele subtypes were
represented, including 140 observed in both cohorts, 67 unique to Mexico, and 45
unique to Canada/United States. At the predefined statistical threshold of a q value
of <0.2, 358 HAPs (201 in Gag, 157 in PR-RT) were identified in Mexico, while 905
(534 in Gag and 371 in PR-RT) were identified in Canada/United States. HAPs identi-
fied in Mexico included both canonical HLA-associated escape pathways and novel
associations, in particular with HLA alleles enriched in Amerindian and mestizo pop-
ulations. Remarkably, HLA footprints on HIV in Mexico were not only fewer but also,
on average, significantly weaker than those in Canada/United States, although some
exceptions were noted. Moreover, exploratory analyses suggested that the weaker
HLA footprint on HIV in Mexico may be due, at least in part, to weaker and/or less
reproducible HLA-mediated immune pressures on HIV in this population. The impli-
cations of these differences for natural and vaccine-induced anti-HIV immunity merit
further investigation.

IMPORTANCE HLA footprints on HIV identify viral regions under intense and consis-
tent pressure by HLA-restricted immune responses and the common mutational
pathways that HIV uses to evade them. In particular, HLA footprints can identify
novel immunogenic regions and/or epitopes targeted by understudied HLA alleles;
moreover, comparative analyses across immunogenetically distinct populations can
illuminate the extent to which HIV immunogenic regions and escape pathways are
shared versus population-specific pathways, information which can in turn inform
the design of universal or geographically tailored HIV vaccines. We compared HLA-
associated footprints on HIV in two immunogenetically distinct North American pop-
ulations, those of Mexico and Canada/United States. We identify both shared and
population-specific pathways of HIV adaptation but also make the surprising obser-
vation that HLA footprints on HIV in Mexico overall are fewer and weaker than those
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in Canada/United States, raising the possibility that HLA-restricted antiviral immune
responses in Mexico are weaker, and/or escape pathways somewhat less consistent,
than those in other populations.

KEYWORDS adaptation, Canada/United States, HLA, immunogenetics, Mexico,
human immunodeficiency virus

D8 cytotoxic T lymphocytes (CTLs) recognize short, HIV-derived peptide epitopes

presented by human leukocyte antigen (HLA) class | molecules on the surface of
infected cells, thereby modulating early viremia control (1, 2) and the establishment of
the viral set point (3). HLA-restricted CTLs also exert strong evolutionary pressure on
HIV in vivo, promoting viral adaptation through the selection of escape mutations (4)
that interfere with epitope processing (5), prevent binding of the viral peptide to HLA
(6, 7), or affect HLA-peptide recognition by the T-cell receptor (8, 9). Early observations
that CTL escape in HIV tended to occur along predictable mutational pathways in
persons responding to a given HLA-restricted viral epitope (10-13) led to the devel-
opment of statistical approaches to systematically identify HLA-associated polymor-
phisms (HAPs), also known as HLA-associated “footprints,” on HIV, using large
population-based data sets of viral sequences linked to HLA types (13). These analyses,
which identify amino acids that are statistically overrepresented (or underrepresented)
among persons expressing a given HLA allele while correcting for host and viral genetic
confounders (14, 15), confirmed the broadly reproducible nature of CTL escape in HIV
(16-20). These studies also revealed that certain HLA-associated footprints can be host
population specific due to substantial immunogenetic variation across human popu-
lations. For example, even though HIV subtype B predominates in Japan, Canada, the
United States, and Australia, two-thirds of HAPs in Japan are not observed in the latter
epidemics (17) due to the unique HLA distribution of the Japanese population.

Identification of HLA-associated footprints is relevant to HIV vaccine design. An
effective vaccine will need to elicit sustained immune responses capable of recognizing
genetically diverse viral strains from which HIV cannot escape (ideal) or can only escape
at substantial fitness cost (15). One promising strategy is to select immunogenic yet
mutationally constrained viral regions as vaccine antigens (e.g., see references 21 and
22), which can be further optimized for natural sequence coverage (e.g., using mosaic
designs [23, 24]). HLA footprints are vaccine relevant because they identify HIV regions
under significant and consistent immune pressure by particular HLA-restricted CTLs
(i.e, immunogenic regions) and the common mutational pathways that HIV uses to
evade them. As such, evaluation of HLA footprints in concert with information on
sequence conservation, mutational fitness costs, and escape mechanisms can be used
to identify immunogenic yet constrained viral regions and immune-relevant natural HIV
sequence variation within them. For example, conserved epitopes and their common
variants that retain intracellular processing and HLA binding ability might be consid-
ered immunogens, albeit with some caution (25). In particular, comparative analyses of
HLA footprints in immunogenetically distinct host populations, wherein the same HIV
subtype circulates, can illuminate the extent to which viral immunogenic regions and
escape pathways are universal versus host population specific, thus potentially inform-
ing the design of universal and geographically tailored vaccine strategies.

Toward this goal, we compare HLA-associated HIV footprints in Gag and Pol in two
large North American populations: the immunogenetically distinctive Mexican mestizo
population, which features a mixture of Caucasian and Amerindian HLA alleles (20,
26-29), and the population of Canada/United States. Our study thus represents a
unique opportunity to investigate the impact of host immunogenetics on HLA-
associated adaptation in geographically proximal HIV subtype B epidemics. The present
study significantly extends a preliminary study of HIV Pol adaptation by our group (20)
by increasing cohort size by more than 5-fold, performing all adaptation analyses at
HLA subtype-level resolution, and additionally analyzing Gag. As such, it represents the
largest comparative study to date of differential HIV adaptation to HLA across human
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populations. Gag and Pol were studied because these proteins are rich in conserved
epitopes where escape can be fitness costly (30-32) and where responses to these
epitopes are associated with superior viremia control (7, 12, 14, 33-35). Overall, our
results confirm that adaptation of HIV to HLA in Mexico, like in other global popula-
tions, occurs along broadly predictable pathways. HLA footprints observed in Mexico
include canonical adaptation pathways described in many other populations (e.g., B*57
Gag-T242N [36] and B*51 RT-135X [11]) as well as novel pathways attributable to the
unique HLA distribution of Mesoamerican peoples (e.g., Gag A*02:06-F44Y, B*39:02-
E319D, and A*68:03-K436R; PR B*39:06-V15| and B*39:02-K70R; RT B*39:02-E79D, A*68:
03-R103K, and B*35:12-P294S/T). Of note, however, HLA-associated HIV footprints in
Mexico were fewer overall, and their strengths of selection significantly weaker, than
those in Canada/United States, raising the intriguing hypothesis that HLA-restricted
immune responses to HIV in Mexico are less potent, and/or HIV mutational escape
pathways somewhat less consistent, than those in other populations.

RESULTS

Cohort description. We studied two cohorts of antiretroviral-naive, HIV-1 subtype
B chronically infected individuals from Mexico (n = 1,612) and Canada/United States
(n = 1,641). Both cohorts were predominantly male (Mexico, 78.5%; Canada/United
States, 85.1%). Median age at enrollment was 30 (interquartile range [IQR], 24 to 38)
years in Mexico and 37 (32 to 44) years in Canada/United States. The median plasma
viral load was 4.75 (IQR, 4.18 to 5.27) log,, RNA copies/ml in Mexico and 4.98 (4.55 to
5.46) log,, RNA copies/ml in Canada/United States. Median CD4" T-cell counts were
311 (IQR, 121 to 519) cells/ul in Mexico and 260 (110 to 400) cells/ul in Canada/United
States. Calendar years of enrollment were 2000 to 2014 in Mexico and 1996 to 2004 in
Canada/United States.

Gag and PR-RT sequence diversity in Mexico and Canada/United States. We first
assessed HIV subtype B diversity and phylogenetic relationships between our cohorts.
Gag and PR-RT sequences were available for 1,450 and 1,529 individuals, respectively,
in Mexico, and 1,320 and 1,555 individuals, respectively, in Canada/United States.
Cohort-specific consensus amino acid sequences differed at only 5 (of 500; 1%) Gag
codons (positions 30, 312, 389, 403, and 490) and 2 (of 434; 0.5%) PR-RT codons (PR 93
and RT 272). Overall, Gag amino acid entropy was significantly higher in Mexico than
Canada/United States (median 0.056 versus 0.026), respectively; P < 0.0001. In partic-
ular, 38.2% (191/500) of Gag codons showed significantly higher entropy in the
Mexican cohort, while only 4% (20/500) showed higher entropy in the Canada/United
States cohort (Fig. 1; also see Table S4 in the supplemental material). In contrast, PR-RT
entropy in Mexico was comparable to that of Canada/United States both overall
(median 0.022 versus 0.031, respectively; P = 0.08) and in terms of the proportion of
codons with significantly higher entropy in one cohort versus the other (~17 to 18%)
(Fig. 1 and Table S5). We next inferred phylogenies from Gag and PR-RT nucleotide
alignments (Fig. 2). As expected, overall Gag sequence diversity exceeded that of PR-RT.
Also as expected, given their proximity on the North American continent, Mexico and
Canada/United States sequences were quite intermixed in their phylogenies (fixation
indices [F<;] were very low for both Gag [0] and PR-RT [0.006]). Moreover, while no
statistically supported clusters containing sequences from both cohorts were found at
a genetic distance of =1.5% and bootstrap support of =90%, increasing the distance
threshold to 4.5% yielded 3 clusters for Gag and 4 in PR-RT containing sequences from
both cohorts with 90% bootstrap support. On average, Mexican Gag and PR-RT
sequences exhibited higher median patristic distances compared to those of Canada/
United States sequences (Gag, 0.1612 and 0.1132; PR-RT, 0.1145 and 0.0912 for Mexico
and Canada/United States, respectively; P < 0.0001 in both cases). Overall, results
support an interlinked North American HIV-1 subtype B epidemic where overall nucle-
otide diversity is higher in Mexico.

HLA allelic frequency comparison between Mexico and Canada/United States.
A total of 252 HLA class | alleles, defined at subtype-level resolution, were observed
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FIG 1 Entropy differences in Gag and PR-RT on HIV from Mexico and Canada/United States. Comparison of Shannon entropy scores at each HIV position
between cohorts. Each box represents an HIV codon. The top panel shows the 500 Gag positions; the bottom panel shows the 99 protease (PR) and the first
335 reverse transcriptase (RT) codons. Positions with significantly different Shannon entropies between Mexico and Canada/United States (P < 0.001) are
colored blue for positions with higher entropy in Mexico and gray for positions with higher entropy in Canada/United States. Black dots denote positions with
different consensus amino acids between cohorts. The complete list of entropy values for Gag and PR-RT is available in Tables S4 and S5 in the supplemental

material, respectively.

(Fig. 3 and Table S6). Of these, 140 were observed in both cohorts, 67 were observed
exclusively in Mexico, and 45 were exclusively in Canada/United States. In Mexico, the
most frequent HLA alleles were A*02:01, A*24:02, and A*02:06 for the A locus; B*35:01,
B*39:05, and B*40:02 for the B locus; and C*04:01, C*07:02, and C*03:04 for the C locus.
In Canada/United States, these were A*02:01, A*03:01, and A*01:01 for the A locus;
B*07:02, B*35:01, and B*08:01 for the B locus; and C*07:02, C*07:01, and C*04:01 for the
C locus (Fig. 3). Of the 252 HLA alleles observed, 86 (22 HLA-A, 46 HLA-B, and 18 HLA-C)
differed significantly (P < 0.05 and q < 0.2) in frequency between Mexico and
Canada/United States (Fig. 3) (note that when HLA frequencies were computed sepa-
rately by cohort, 81 alleles differed significantly in frequency between Canada and
Mexico, 77 between the United States and Mexico, and only 57 between Canada and
the United States [Table S6]). Of these 86 HLA alleles, 41 were significantly more
frequent in Mexico than in Canada/United States; these included A*24:02, A*02:06,
A*68:01, A*31:01, A*68:03, B*39:05, B*40:02, B*39:06, C*04:01, C*07:02, and C*01:02
alleles, which are enriched in mestizo and Amerindian populations (26, 27, 29). Con-
sistent with previous reports (20, 37), most canonical protective HLA alleles (37) were
enriched in the Canada/United States cohort compared to that from Mexico (e.g.,
B*57:01, B*58:01, B*27:05, B*13:02, B*42:01, B*44:03, A*25:01, and A*32:01). Overall,
these results reveal marked immunogenetic differences between Mexico and Canada/
United States cohorts.

Differential HLA footprints on HIV Gag and PR-RT in Mexico and Canada/
United States. Given the marked immunogenetic differences in neighboring North
American populations, we hypothesized that HLA-associated polymorphisms also
would differ between them. We identified HAPs in the Mexican and Canada/United
States data sets using established methods (14) and constructed HIV immune escape
maps showing HAPs identified in one or both cohorts at a q value of <0.2 (Fig. 4 and
5 and Tables S7 and S8). In the Mexico data set, we identified a total of 201 HAPs (108
adapted; 93 nonadapted) that occurred at 95 (of 500; 19%) Gag codons that were
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FIG 2 Genetic diversity of HIV-1 subtype B Gag and PR-RT from Mexico and Canada/United States. Unrooted maximum likelihood phylogenetic trees inferred
from Gag (n = 2,771) (A) and PR-RT (B) sequences (n = 3,084), drawn on the same genetic distance scale. Branch color indicates the cohort to which the
sequence belongs. Purple branches denote the HXB2 subtype B reference sequence. (C) Number of clusters defined by within-cluster patristic distances of
=1.5% and bootstrap support of =90% in each tree. Median pairwise genetic distance comparison between Mexico (blue box) and Canada/United States (gray

box) for Gag (D) and PR-RT (E).

restricted by 66 HLA alleles. In the Canada/United States data set, we identified a total
of 534 HAPs, significantly more than those in the Mexico data set (P < 0.0001), at 166
(32.3%) Gag codons that were restricted by 77 HLA alleles. Overall, these summed to
662 unique HAPs identified in Gag, of which 73 (11.02%) (35 adapted and 38 non-
adapted, occurring at 26 Gag codons) were identified in both cohorts, 128 were
identified only in Mexico, and 461 were identified only in Canada/United States at the
predefined statistical threshold of a g value of <0.2 (Fig. 4). Consistent with previous
reports (7), the total proportion of p24%29 codons harboring HAPs was lower than that
of the rest of Gag, both in Mexico (12.1% [28/231] for p24 versus 24.5% [66/269] for
other Gag proteins) and in Canada/United States (19.0% [44/231] versus 45.4% [122/
269]). This is expected given p24%29’s high overall sequence conservation (>50% of
codons are 99.5% to 100% conserved, which precludes identification of HLA associa-
tions at these positions). However, if one instead uses the total number of variable
codons as the denominator, p24 ranks among the richest areas in the HIV proteome for
HLA associations (7, 38) which is true also for Mexico.

In PR-RT, we identified 157 HAPs (78 adapted and 79 nonadapted) restricted by 58
HLA alleles, occurring at 70 codons, in the Mexico data set. In the Canada/United States
data set we found 371 HAPs (201 adapted and 170 nonadapted) restricted by 78 HLA
alleles, occurring at 105 codons (again significantly more than those in Mexico; P =
0.0039) (Fig. 5). Overall, these summed to 470 unique HAPs identified in PR-RT, of which
58 (12.3%) were identified in both cohorts, 99 were identified only in Mexico, and 313
were identified only in Canada/United States at the predefined statistical threshold of
a g value of <0.2. Of note, all 7 codons (5 in Gag and 2 in PR-RT) where the consensus
amino acid differed between cohorts showed evidence of HLA selection.

As noted above, a substantial fraction of HAPs was observed in both cohorts at a q
value of <0.2, further supporting the existence of universal HLA-associated escape
pathways across human populations globally. These shared associations included
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FIG 3 Differences in HLA frequencies between Mexico and Canada/United States. Comparisons of HLA frequencies between Mexico (n = 1,612; blue bars) and
Canada/United States (n = 1,641; gray bars). HLA alleles are ordered by descending frequency in the Mexican cohort. HLA alleles with less than 0.1% frequency
in the Mexican cohort are not shown. The complete list of comparisons can be found in Table S6 in the supplemental material. *, P < 0.05 and q < 0.2.

canonical CTL escape pathways within epitopes restricted by protective HLA class |
alleles, including B*57:01/B*57:03-Gag-T242N (within the TW10 epitope restricted by
these alleles), B*27:05-Gag-R264K and L268M (within the B*27-restricted KK10 epitope)
(39-43), and B*51:01-RT-1135T (within the B*51-restricted TI8 epitope) (43, 44), as well
as previously described HAPs within optimal epitopes (7), including A*03:01-K28Q/R,
A*24:02-K30R, B*57:03-A146P, B*14:01-K302R (45), B*07:02-S357G (46), and B*40:02-
R429K (47) in Gag, B*44:03-E35D (48) in protease, and A*11:01-K166R (49), B*35:01-
D177E (50), and A*03:01-K277R (51) in RT (Fig. 4 and 5).

However, we also observed a substantial number of novel HAPs in Mexico that were
not within previously described optimal epitopes. Moreover, these novel HAPs tended
to be associated with Amerindian HLA alleles. Examples include A*02:06-F44Y, B*35:
16-X82I, A*26:01-D230E, B*39:02-R286X, B*39:02-N315X, B*39:02-E319D, B*35:12-
X357G, A*02:06-P386X, and A*68:03-K436R in Gag; B*39:06-V15l in protease; and A*02:
06-1274V and A*02:06-V276l in RT.

Taken together, HLA footprints in Mexico include both canonical HIV escape path-
ways shared across global populations as well as novel HAPs restricted by HLA alleles
typically found in Amerindian or mestizo populations.
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FIG 4 Comparative Gag immune escape map for Mexico and Canada/United States. The escape map shows the location of HLA-associated
polymorphisms in HIV-1 subtype B gag sequences from Mexico (n = 1,450) and Canada/United States (n = 1,320) at P < 0.05 and q < 0.2. The
reference sequence represents the cohort-specific consensus sequence: blue for Mexico and gray for Canada/United States. Black dots denote
codons where the consensus sequence differs between cohorts. (A) Gag positions 1 to 300; (B) Gag positions 301 to 500. One hundred amino
acids are displayed per line; vertical bars separate blocks of 10 amino acids. Adapted amino acids are shown in boldface green letters and
nonadapted amino acids are shown in boldface blue letters, along with their restricting HLA allele(s) (blue for Mexico, gray for Canada/United
States, and red for shared associations observed at a q value of <0.2 in both cohorts). Published optimal epitopes harboring HLA-polymorphism
associations are shown above the consensus sequences in black. The complete list of associations can be found in Tables S7 and S8 in the
supplemental material.

HLA footprints on HIV in Mexico are scarcer and weaker than those in Canada/
United States. A particularly striking observation from our analysis was the overall
lower number of HLA footprints in Mexico than in Canada/United States, despite
cohorts being of comparable sizes. For example, considering only HIV codons at which
adapted associations were identified with one or more HLA alleles, not only did the
Mexican cohort exhibit fewer such codons in Gag than the Canada/United States cohort
(108 at 75 Gag codons versus 273 at 133 Gag codons, respectively; P < 0.0001) but
Mexico also exhibited a lower number of adapted associations per codon (up to 3 HLA
alleles per codon versus up to 7 HLA alleles per codon in Canada/United States) (Fig. 6).
The same was true when all HLA-associated codons (adapted and nonadapted) were
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FIG 5 Comparative PR-RT immune escape map for Mexico and Canada/United States. The escape map shows the location of HLA-associated polymorphisms in HIV-1
subtype B PR-RT sequences from Mexico (n = 1,529) and Canada/United States (n = 1,555). (A) PR positions 1 to 99 and RT positions 1 to 200; (B) RT positions 201
to 335. Features of this map are the same as those seen in Fig. 4. The complete list of associations can be found in Tables S7 and S8 in the supplemental material.

analyzed (data not shown). Specifically, of all Gag codons harboring HLA-adapted
associations, fewer than 10% were identified exclusively in Mexico, while the remainder
were observed in both cohorts (41%) or in Canada/United States only (49%) (Fig. 6A to
C). Similar results were observed for PR-RT (78 adapted associations at 49 positions in
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FIG 5 (Continued)

Mexico versus 201 adapted associations at 87 positions in Canada/United States; P <
0.0001), where 10% were exclusively observed in Mexico, 40% were observed in both
cohorts, and 50% were observed in Canada/United States only (P < 0.0001) (Fig. 6D to
F). As a result, the number of immunogenic zones (defined as consecutive HIV amino
acids harboring an adapted HLA association) also differed markedly between cohorts:
whereas stretches of up to 11 positions under HLA pressure were observed in Canada/
United States (e.g., Gag 118 to 128), the longest such zone was only 3 amino acids for
Mexico. Furthermore, where immunogenic zones did occur in Mexico, these tended to
coincide with zones also identified in Canada/United States (e.g., Gag 146 to 148 and
PR 35 to 37).

The scarcer HLA footprint in Mexico likely is at least partially attributable to the
higher HIV and HLA diversity in Mexico than that in Canada/United States (Fig. 1 to 3).
This increases the total number of HLA-HIV pairwise comparisons required for Mexico,
yielding a more stringent P value cutoff mapping to a g value of <0.2 for this cohort.
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FIG 6 Distribution of Gag and PR-RT HIV codons harboring adapted HLA associations in Mexico and Canada/United States. (A to C) Gag codons; (D to F) PR-RT
codons. Panels A and D show HIV codons harboring adapted associations in Mexico, and panels B and E show HIV codons harboring adapted associations in
Canada/United States. The number in each box corresponds to the number of HLA-adapted associations observed at that specific position. Panels C and F
provide a merged map showing HLA-adapted associations present in Mexico only (blue), Canada/United States only (gray), and in both cohorts (red).

Indeed, HAP identification required 726,206 HLA-HIV comparisons for Mexico compared
to 592,677 for Canada/United States, such that a q value of <0.2 mapped to P < 10~
in Mexico but P < 1073 in Canada/United States (Tables S7 and S8). However, our
observations are not solely explained by multiple-comparison correction. This is be-
cause, in addition to HLA footprints being scarcer overall, the statistical strengths of
association between HLA alleles and HIV codons in Mexico also are weaker overall than
those observed in Canada/United States. For example, a comparison of ranked —log; -
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FIG 7 Comparison of HAP P value distributions between Mexico and Canada/United States. —Log,, P
value transformations for the top 201 Gag HAPs found in Mexico and Canada/United States (A) and the
top 157 PR-RT HAPs found in Mexico and Canada/United States (B) are shown. Transformed P values are
ranked from smallest (least significant) to largest (most significant) in each cohort and plotted as paired
observations. The red line represents the null expectation. (C and D) —Log,, P value distribution of
shared versus unique HAPs observed in Mexico in Gag (C) and PR-RT (D).

transformed P values for the top 201 Gag and 157 PR-RT associations between cohorts
(201 and 157, because these represented the total number of HAPs identified at a q
value of <0.2 in Gag and PR-RT in Mexico) reveals that the Canada/United States one
was always higher (i.e., more significant) than its corresponding Mexican one of the
same ranking (Fig. 7A and B). This indicates that the strongest HLA footprints in Mexico
overall are far weaker than the strongest HLA footprints in Canada/United States.
Moreover, when analyzing only the —log,, P value distribution of HAPs identified in
Mexico, we observed lower (less significant) overall values for those identified exclu-
sively in Mexico compared to those shared with Canada/United States for both Gag
(P < 0.0001) and PR-RT (P = 0.0435) (Fig. 7C and D). Thus, the strength of association
between HLA alleles and HIV codons appears to be inherently weaker in Mexico than
in Canada/United States, and of the HLA footprints that are detectable in Mexico, the
strongest tend to be ones that are already known, whereas the novel HAPs restricted
by unique mestizo HLA alleles tend to be even weaker.

We extended this analysis by comparing HAP selection strength across cohorts in a
pairwise fashion. To do this, we took the union of all HAPs identified in either Mexico
and/or Canada/United States that were restricted by HLA alleles observed in a mini-
mum of 10 individuals in both cohorts (it is not possible to compare strengths of
selection of HAPs restricted by HLA alleles that are not observed, or only very rarely
observed, in a given cohort). This yielded a total of 995 HAPs for analysis (Table S9).
Pairwise comparison of the absolute log-transformed odds ratios (absolute InOR) of
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FIG 8 Weaker HLA-associated footprint in Mexico compared to that in Canada/United States. (A) Pairwise
comparisons of the absolute log-transformed odds ratios (Absolute InOR) for all HAPs identified in
Mexico and/or Canada/United States that were restricted by HLA alleles observed in a minimum of 10
individuals in both cohorts (n = 995). (B) Same as panel A but restricted to shared HAPs (i.e., those
identified in both cohorts at a q value of <0.2 in the original analysis; n = 131). Results support a
significantly weaker HLA-associated footprint in Mexico than in Canada/United States. (C) The difference
in the percentage of persons expressing the restricting HLA and harboring the relevant adapted HIV
variant in Mexico versus Canada/United States, where a negative value indicates the variant is less
frequently found among HLA-expressing persons in Mexico. The horizontal line denotes the median, box
edges denote the 25th and 75th percentiles, whiskers denote 10th to 90th percentiles, and individual
outliers are labeled. The P value is derived from a Wilcoxon matched-pairs test applied to the corre-
sponding variant frequencies between cohorts. (D) The difference in the percentage of persons lacking
the restricting HLA and harboring the relevant adapted HIV variant in Mexico versus Canada/United
States. The P value is derived from a Wilcoxon matched-pairs test applied to the corresponding variant
frequencies between cohorts.

selection for each HAP across the two cohorts revealed statistically significantly higher
values for Canada/United States (median, 1.1; IQR, 0.57 to 1.8) than in Mexico (median,
0.67; IQR, 0.32 to 1.4) by Wilcoxon matched-pairs test (P < 0.0001) (Fig. 8A). These
results remained consistent upon stratification by HIV protein and when analyses were
restricted to unique HLA-HIV codon pairs (to avoid double counting of adapted and
nonadapted associations at the same codon) (P < 0.0001 and data not shown).
Similarly, results remained consistent when the analysis was restricted to shared HAPs
(@ total of 73 HAPs in Gag and 58 in PR-RT were observed in both Mexico and
Canada/United States and were restricted by HLA alleles observed in at least 10
individuals in both cohorts). Again, the absolute log-transformed odds ratios of selec-
tion of these HAPs were significantly higher in Canada/United States (median, 1.8; IQR,
1.3 to 2.5) than in Mexico (median, 1.7; IQR, 1.1 to 2.0) overall (P < 0.0001 by Wilcoxon
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matched-pairs test) (Fig. 8B). These results remained consistent upon stratification by
HIV protein and when analysis was restricted to unique HLA-HIV codon pairs (P values
of <0.05 in all cases; data not shown). Thus, our observations indicate that, on a
per-HAP basis, HLA footprints on HIV in Mexico are, on average, significantly weaker
than those in Canada/United States.

Scarcer and weaker HLA footprints on HIV in Mexico are not explained by
challenges associated with HLA typing in this population. HLA class | typing of
highly admixed human populations can be challenging due to elevated genetic
diversity. To rule out ambiguous and/or imputed HLA calls as possible contributors to
our observation of scarcer and weaker HLA footprints on HIV in Mexico, we repeated all
analyses, excluding 255 HLA loci for which the original types were ambiguous in the
Mexican cohort (these included 222 [92 HLA-A, 92 HLA-B, and 39 HLA-C] loci with phase
ambiguities and 33 HLA-A or -C types that had been imputed due to failed amplifica-
tion/sequencing). Results were entirely consistent with those of the original analysis
(Fig. S1). First, the number and location of HLA-associated polymorphisms identified in
Mexico were >80% consistent with those reported in the original manuscript (~20%
discordance is expected given our use of a q value correction for multiple testing; at a
g value of <0.2, we expect ~20% of identified associations to be false positives) (Fig.
S1A). Second, the P values of HLA-associated polymorphisms identified in the original
and revised analyses are highly concordant (Spearman’s R of 0.825, P < 0.0001) (Fig.
S1B). Most importantly, results of the reanalysis fully corroborate our original observa-
tions of significantly fewer and weaker HLA-associated footprints in Mexico than in
Canada/United States (Fig. S1C to H). These results indicate that the scarcer and weaker
HLA footprints on HIV in Mexico are not explained by challenges associated with HLA
typing in this population.

Exploring reasons for weaker HLA selection on HIV in Mexico. Two possibilities,
which are not necessarily mutually exclusive, could explain the scarcer and weaker HLA
footprints on HIV in Mexico. The first is that HLA-restricted CTL responses on a given HIV
codon are weaker, and/or the virus-preferred escape pathways less predictable, in
Mexico than elsewhere. Therefore, for each shared adapted HAP restricted by an HLA
allele observed in a minimum of 10 individuals in both cohorts, we compared its
prevalence in persons expressing the restricting HLA with the hypothesis that if
HLA-mediated selection was weaker or less predictable in Mexico, polymorphism
prevalence in HLA-expressing persons would be lower overall in Mexico than in
Canada/United States. The second possibility is that HIV sequences circulating in
Mexico already harbor a high burden of HLA-adapted mutations, thus reducing the
power to detect further enrichment of these variants in persons expressing the restrict-
ing HLA. We therefore also compared the prevalence of each shared adapted HAP in
persons lacking the restricting HLA with the hypothesis that if circulating adaptation
was higher in Mexico, these values would be higher overall in Mexico than in Canada/
United States.

We take the well-described B*51:01-RT [135T mutation as an example. While it is
identified in both cohorts, its INOR of selection is 1.23 in Mexico versus 2.40 in
Canada/United States, a statistically significant difference (phylogenetically informed
logistic regression test P value of 8.4 X 10~7). Computing the frequencies of RT [135T
in HLA-B*51:01- and non-B*51:01-expressing individuals across cohorts, we note that
less than 50% (68/143) of B*51:01-expressing Mexican individuals harbor 135T com-
pared to nearly two-thirds of B*51:01-expressing individuals in Canada/United States
(105/144) (P < 0.0001 by Fisher’s exact test). This suggests that the weaker association
between B*51:01 and RT-135T in Mexico is because B*51-restricted CTLs in this popu-
lation do not respond as strongly or frequently to the TI8 epitope (or that HIV does not
escape as reproducibly via selection of T at this position in response to this pressure)
as the HIV subtype B-infected populations to the north. On the other hand, the
prevalence of RT-1135T in persons lacking B*51:01 is approximately 20% in both cohorts
(282/1,350 and 256/1,330 for Mexico and Canada/United States, respectively; P = 0.3 by
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Fisher's exact test), suggesting that the weaker association between B*51:01 and
RT-135T in Mexico is not attributable to elevated frequencies of circulating HIV har-
boring this mutation.

When we applied these analyses to all 61 adapted shared HAPs, we observed that,
overall, the proportion of individuals expressing the restricting HLA and harboring the
adapted HIV variant was a median of 2.9% lower in Mexico compared than in Canada/
United States (IQR, —11.25 to 0.65%; P = 0.0020 by Wilcoxon matched-pairs test) (Fig.
8C), supporting weaker HLA-mediated selection in the latter region. There was, never-
theless, a wide distribution in the data, with certain polymorphisms observed more
frequently in one cohort than in the other. For example, among the HAPs that were
observed more frequently among HLA-expressing persons in Canada/United States
than in Mexico were well-characterized escape mutations restricted by protective HLA
alleles, including Gag B*57:03-242N (with 45.5% [5/11] of Mexican B*57:03s selecting for
N and 75% [18/24] of Canada/United States B*57:03s), Gag B*58:01-242N (60% [12/20]
and 86.5% [44/51] for Mexico and Canada/United States, respectively), and B*51:01-
RT135T (described above). In contrast, a minority of HAPs were observed more fre-
quently among HLA-expressing persons in Mexico, including Gag B*57:03-146P (ob-
served in 81.8% versus 54.8% of B*57:03-expressing persons in Mexico compared to
Canada/United States).

On the other hand, the frequencies of HAPs among individuals lacking the relevant
HLA allele were not overall significantly different between cohorts (P = 0.9 by Wilcoxon
matched-pairs test), although we did note examples of specific HIV polymorphisms
restricted by relatively common HLA alleles in Mexico that were significantly more
prevalent in circulation in Mexico than in Canada/United States (e.g., Gag A*24:02-30R,
circulating frequency of 54% in Mexico and 33% in Canada/United States; A*31:01-
403K, 58% in Mexico versus 37% in Canada/United States) (P < 0.0001 for both HAPs
by Fisher's exact test) (Fig. 8D). Taken together, our observations suggest that even
though preadaptation of HIV to certain common HLA alleles is observed in Mexico, the
sparser and weaker HLA footprints on HIV in Mexico overall are more attributable to
weaker CTL pressure (and/or less reproducible escape) in this population than in those
to the north.

Some HLA footprints are stronger in Mexico than in Canada/United States.
Although our results reveal an overall weaker HLA footprint on HIV in Mexico than
Canada/United States, nevertheless there are some exceptions. To identify these, we
took all HAPs identified in Mexico that were restricted by HLA alleles observed in a
minimum of 10 individuals in Canada/United States and applied a phylogenetically
corrected logistic regression test to compare their strengths of association across
cohorts. Of the 233 HAPs analyzed (137 in Gag and 96 in PR-RT), 45 (19.31%) exhibited
significantly stronger selection, as measured by higher absolute InOR, in Mexico than in
Canada/United States (all P < 0.05, g < 0.2) (Fig. 9). Among these were A*24:02-374G,
A*02:06-386P, B*15:01-126S, and B*08:01-398Q in Gag, B*39:01-15 in PR, and C*04:01-
324D in RT, suggesting that these HLA alleles mount stronger and/or more consistent
immune pressure on these HIV sites in the Mexican population than those farther north.
Of note, we found no examples of Mexican HAPs that exhibited diametrically opposed
selection in Canada/United States (that is, where the significant HIV-adapted form for
a given HLA allele in Mexico represented the significant nonadapted form in Canada/
United States or vice versa).

DISCUSSION

Although HLA-associated polymorphisms in HIV are being elucidated increasingly in
global populations (14, 16, 17, 20, 52-54), our study is notable because it compares HLA
footprints identified in Mexico, which comprises a highly genetically admixed and, thus,
immunogenetically unique mestizo population that includes mainly Amerindian and
European but also African and East Asian ancestry components (26, 27), to those in HIV
subtype B-infected populations to the north (16, 52-55), allowing us to investigate the
impact of host immunogenetics on HIV adaptation in neighboring epidemics. We
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FIG 9 HLA-associated HIV polymorphisms showing stronger HLA-associated selection in Mexico than in Canada/
United States. We took all HLA-associated HIV polymorphisms (HAPs) identified in Mexico that were restricted by
HLA alleles observed in a minimum of 10 individuals in Canada/United States and applied a phylogenetically
corrected logistic regression test to compare their strengths of association across cohorts. HAPs displaying
significantly stronger HLA-associated selection in Mexico (P < 0.05, g < 0.2) in Gag (A) and PR-RT (B) are shown.
The complete list of comparisons is available in Table S9 in the supplemental material.

observed that HLA footprints on HIV in Mexico include well-known associations, such
as those restricted by protective HLA class | alleles (e.g., Gag B*57:01-T242N, Gag
B*27:05-R264K/L268M [39-43], and RT B*51:01-1135T [43, 44]), as well as novel associ-
ations restricted by HLA alleles enriched in mestizo populations (e.g., B¥39:02, B*39:05,
B*35:12, B*35:14, A*02:06, and A*68:03). Our results strengthen the growing body of
evidence supporting both universal and region-specific immune escape pathways
attributable to host population immunogenetic composition (17, 20).

An unanticipated observation was that HLA footprints in Mexico overall were
sparser (we observed 61% fewer HAPs in Mexico than in Canada/United States) and, on
average, were weaker (in terms of lower odds ratios and higher P values) than those in
Canada/United States. While the higher HLA and HIV diversity in Mexico reduces
statistical power to identify associations to some extent, in part because of the need to
correct for a larger number of HLA/HIV comparisons, this is not the sole explanation.
Similarly, challenges associated with HLA typing of the highly genetically admixed
Mexican population was also ruled out as an explanation in detailed sensitivity analyses
(see Fig. S1 in the supplemental material). Rather, exploration of our data suggested
that the sparse HLA footprint on HIV in Mexico is not due to widespread viral
preadaptation (25) to HLA class | alleles (although individual exceptions were noted)
but rather were due to weaker or less frequent HLA-restricted CTL responses on HIV,
and/or less reproducible viral escape from these responses, in the Mexican population.
The canonical B*51:01-RT-1135T association provides an example. Despite similar HLA-
B*51:01 and RT codon 135 frequencies across cohorts, this association is significantly
weaker in Mexico than in Canada/United States. The observation that RT-135T is not as
prevalent among B*51:01-expressing persons in Mexico (47.6%) than in those in
Canada/United States (72.4%) (note that the same is true when one considers all RT
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codon 135 variants, i.e., RT-I135X, which occur in 72% of B*51:01-expressing persons in
Mexico and 94% in Canada/United States) while the frequency of RT-135T is compa-
rable (~20%) in individuals lacking B*51:01 across cohorts suggests that the weaker
B*51 footprint on this HIV codon in Mexico is due to weaker B*51:01-mediated immune
pressure (and/or less reproducible viral escape) in Mexico than in Canada/United States
and is not due to accumulation of this variant in circulation. This observation contrasts
with those for Japan, where a similarly weak association between B*51:01- and RT-1135T
at the population level in this region instead is attributable to the accumulation of this
variant in circulation to the point that it has become the consensus (11, 17).

Furthermore, a much larger fraction of HAPs identified in Mexico constituted
associations shared with Canada/United States than vice versa. For example, 36.6%
(131/358) of HAPs identified in Mexico were shared with Canada/United States (that is,
only 63.4% were specific to Mexico), whereas of the 905 associations identified in
Canada/United States, 774 (85.5%) were exclusive to this region and only 131 (14.5%)
were shared with Mexico. In other words, the footprints left on HIV by typical Mexican
(i.e., mestizo) alleles were fewer than expected given the size of the cohort. Moreover,
absolute —log,, P values and InOR of HAP unique to Mexico were significantly weaker
than those shared with Canada/United States. Finally, it is worth noting that the
stronger HLA footprint in Canada/United States than in Mexico is not likely to be driven
by the lower frequencies of canonical protective alleles in the latter region. Support for
this is provided by our analyses comparing the proportion of individuals expressing the
restricting HLA and harboring the escape variant of interest, which are agnostic to HLA
frequency. For example, Gag-242N was observed in 75% (18/24) of B*57:03-expressing
persons in Canada/United States but only 45.5% (5/11) in Mexico and Canada/United
States, suggesting weaker selection strength in Mexico independent of B*57:03 prev-
alence. Together, our observations suggest that population-level HLA pressures on HIV,
in particular those attributable to HLAs enriched among mestizos, are inherently
weaker in Mexico than in populations to the north.

Before proposing possible underlying mechanisms, some limitations and potential
confounders merit mention. First, cohort CD4 count distributions suggest more ad-
vanced infection in the Canada/United States than in the Mexico cohort; we therefore
cannot rule out a longer time for within-host escape mutations to accumulate (and,
thus, enhanced ability to detect them) in the former. However, given that the majority
of escape occurs in the initial year or two following infection (56-59), that escape is
sufficiently frequent and reproducible to be detected at the population level as early as
6 months postinfection (60), and that both study cohorts are well into chronic infection,
this is unlikely to fully account for the weaker HLA footprints on HIV in Mexico. Second,
the cohort enrollment period was later for Mexico (2000 to 2014) than for Canada/
United States (1996 to 2004) and HIV sequence diversity was higher, raising the
possibility that the Mexican epidemic was older at the time of sampling than the
Canada/United States one (61) and, thus, more preadapted to its host population (11,
62, 63). If so, this could reduce our overall ability to identify HAPs; however, we
observed no strong evidence to support widespread preadaptation to all HLA alleles in
Mexico (although evidence of HIV adaptation to certain common HLA alleles was
indeed noted) (Fig. 8D). Furthermore, despite both epidemics being HIV subtype B, we
cannot rule out the possibility that regional differences in viral backbone influence
adaptation pathways. However, the phylogenetic intermixing of study HIV sequences
and the observation of cohort consensus differences at only 7/934 (0.75%) HIV codons
argues against this as a major confounder. It is also important to note that, when
designating a particular HAP as shared versus unique to a given cohort, we are referring
to HAPs identified at a g value of <0.2 in both versus only one cohort, respectively.
HAPs unique to a given cohort may still be present in the other cohort above this
significance threshold. Finally, we have not measured HLA-associated immune re-
sponses directly in this study; rather, we are using HLA footprint data to make
inferences regarding the strength and reproducibility of HLA-restricted antiviral cellular
immune responses in given host populations (7).
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We propose some hypotheses as to why HLA-mediated pressures on HIV may be
weaker in Mexico. First, it is possible that targeting of specific HLA-restricted CTL
epitopes, and/or immunodominance hierarchies, are not as consistent in Mexico as in
other populations. Host immunogenetic differences in genes encoding proteins that
interact with HLA, in particular the T-cell receptor repertoire, also could explain
differential recognition and/or escape within a given HLA-restricted CTL epitope across
human populations (17). Indeed, our observation of substantial differential selection of
HIV polymorphisms by HLA alleles present in both cohorts (Fig. 8 and 9) supports host
factors beyond HLA in mediating these differences. Marked differences in HLA subtype
distributions (e.g., the greater diversity of HLA-B*35 subtypes in Mexico than in Canada/
United States) also may play a role, as closely related HLA alleles with similar or identical
epitope binding motifs nevertheless may target epitopes at different frequencies with
different functional avidities and elicit differential escape pathways (17, 64). The
possibility of HLA locus-specific differences is also intriguing. Consistent with a domi-
nant influence of HLA-B in mediating anti-HIV immune responses (65), >50% of HAPs
identified in Mexico and Canada/United States were HLA-B restricted; however,
whereas an average of 12 HAPs were identified per HLA-B allele in Canada/United
States, only 2.8 HAPs were identified per HLA-B allele in Mexico. In contrast, the average
number of HAPs per HLA-A and -C allele were only 2-fold lower in Mexico than in
Canada/United States (e.g., 5 and 3.4 per HLA-A and HLA-C allele in Mexico and 11 and
7.8 in Canada/United States), raising the intriguing possibility that individual HLA-B
alleles do not restrict as broad or potent an anti-HIV immune response in Mexico as
elsewhere. Also intriguing was our observation of relatively strong positive relation-
ships between HLA frequency and the number of HLA-restricted adapted HAPs in
Canada/United States (Spearman’s rho of 0.4098 and P = 0.003 for Gag and rho of
0.3358 and P = 0.0062 for PR-RT) but far less so in Mexico (P = 0.0954 and rho of 0.2137
for Gag and P = 0.0539 and rho of 0.2893 for PR-RT) (data not shown). Notable
examples include B*35:01 (that restricts 3 adapted associations in Mexico and 12 in
Canada/United States despite being present at comparable allele frequency) and
A*02:01 (that restricts 2 adapted HIV associations in Mexico and 8 in Canada/United
States despite being present at comparable frequency across cohorts). Converging
selection pressures by different HLA alleles on the same HIV codon also may play a role.
RT codon 135, for example, harbors diametrically opposed HAPs restricted by different
HLA alleles (B*51:01-135T and B*15:03-135I); it is intriguing that the latter HAP is among
the few that are significantly stronger in Mexico than in Canada/United States, which
could conceivably influence the strength of the B*51:01-135T association in Mexico.
Overall, our observations highlight the need for detailed assessments of HLA-restricted
CTL responses, possibly supplemented with the characterization of T-cell receptor
genetic and functional diversity in the Mexican mestizo population for select HLA-
restricted HIV epitopes. Our observations also support extension of our analyses to
other immunogenic HIV proteins, such as Nef, which exhibit high HAP densities (7, 14,
17, 54).

Conclusions. Comparative HLA footprint studies are relevant to HIV vaccine design
because they illuminate the extent to which viral immunogenic regions, and their
associated escape pathways, are universal versus population specific. Combined with
information on sequence conservation, fitness costs, and escape mechanisms, HLA
footprints can be used to identify immunogenic yet constrained viral regions, and their
common sequence variants, for potential vaccine inclusion. In particular, HLA footprints
can guide the discovery of novel epitopes and/or immunogenic regions (66, 67), which
may be of particular importance in understudied populations with unique HLA distri-
butions. HLA footprints may similarly prove useful in the context of therapeutic
vaccinations for reservoir eradication (68), for example, by analyzing autologous HIV
reservoir sequences to assess the burden of escape therein. Our study extends a
growing body of evidence supporting both universal and population-specific HLA-
associated footprints on HIV, even among neighboring epidemics where the same HIV
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subtype circulates. While the identification of shared immunogenic regions in Gag and
Pol could support the notion of an HIV subtype B vaccine tailored to North American
sequence diversity, the identification of novel HIV adaptation pathways restricted by
typical mestizo HLA alleles and, more importantly, the unexpected observation of a
significantly scarcer and weaker HLA footprint on HIV in Mexico raises intriguing
questions regarding the strength and quality of HLA-restricted antiviral immunity in the
Mexican mestizo population and what implications this might have for vaccine-induced
immune responses. Thus, detailed characterizations of HLA-restricted CTL responses in
this unique population are merited.

MATERIALS AND METHODS

Ethics statement. This study was approved by the Ethics Committee of the National Institute of
Respiratory Diseases (INER) in Mexico City (codes E02-05 and E10-10), the institution leading and
coordinating the study, and was conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki. All
participants gave written informed consent before blood sample donation.

Mexican cohort. Antiretroviral-naive, chronically HIV-1 subtype B-infected Mexican individuals were
enrolled from 2000 to 2014 as part of a national project to assess HIV molecular epidemiology, drug
resistance surveillance, and HLA adaptation. Participants were enrolled by convenience sampling in HIV
clinics and reference hospitals in Mexico City and the states of Baja California, Campeche, Chiapas,
Chihuahua, Colima, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Que-
retaro, Quintana Roo, Sinaloa, Sonora, State of Mexico, Tabasco, Tlaxcala, Veracruz, and Yucatan. Each
participant donated a single blood sample from which plasma and buffy coat/peripheral blood mono-
nuclear cells were isolated and cryopreserved. All blood samples were processed at the Center for
Research in Infectious Diseases (CIENI) of INER in Mexico City. HIV plasma viral load was determined with
the m2000 system (Abbott, Abbott Park, IL, USA). CD4+ T-cell counts were determined by flow cytometry
using the TruCount kit in a FACSCanto Il instrument (BD Bioscience, San Jose, CA, USA).

Reference Canada/United States cohort. A reference population, comprising two published co-
horts of antiretroviral treatment-naive, HIV-1 subtype B-infected individuals from Canada (the British
Columbia Observational Medical Evaluation and Research [HOMER] cohort; n = 1,103) (16, 52) and the
United States (AIDS Clinical Trials Group [ACTG] protocol 5142 participants who also provided human
DNA under ACTG protocol 5128; n = 538) (53, 54), for whom HIV sequences linked to HLA class | types
were available, was used as a comparison group. The Canada/United States cohort was chosen as a
reference because the epidemics in these two countries and in Mexico are geographically linked,
concentrated in persons with similar risk factors, and predominantly HIV subtype B. The Canada/United
States cohorts, along with another from Australia, were previously used to identify HLA-associated
polymorphisms in HIV subtype B (7); here, the Canada/United States cohorts were reanalyzed for HLA
footprints specific to North America. As described previously (16, 52), the majority of HLA class | types
were defined at subtype-level resolution; missing or intermediate-resolution data were imputed to
subtype level using a machine-learning algorithm trained on HLA-A, -B, and -C subtypes from >13,000
individuals with known ethnicity (69). Extensive validations of method robustness to HLA imputations are
provided in reference 7, as are instructions for access to paired HIV/HLA data from this cohort.

HIV gag and pol amplification and sequencing in the Mexican cohort. Viral RNA was isolated from
cryopreserved plasma (1 ml) using the QIAamp viral RNA kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). For gag
amplification, primers 623Fi, AAATCTCTAGCAGTGGCGCCCGAACAG (HXB2 genomic nucleotide positions
623 to 649), and 2cRx (2826 to 2849) were used for the first-round reverse transcription-PCR (RT-PCR) (70)
with a Super Script Il OneStep RT-PCR kit (Invitrogen, Carlsbad, CA) and the following PCR conditions:
30 min at 55°C and 2 min at 94°C, followed by 35 cycles of 15 s at 94°C, 30 s at 55°C, and 2 min at 68°C,
and finishing with 5 min at 68°C. Second-round products were obtained with primers G1, GCAGGACTC
GGCTTGCTGAA (positions 691 to 710), and G10, TATCATCTGCTCCTGTATC (2343 to 2325), using Platinum
Taq DNA polymerase (Invitrogen) and the following PCR conditions: 3 min at 94°C, followed by 35 cycles
of 30 s at 94°C, 30 s at 56°C, and 2 min at 72°C, and finishing with 5 min at 72°C. All positive gag products
confirmed by agarose gel electrophoresis were purified using a QlAquick PCR purification kit (Qiagen).
Sequences were obtained with eight primers (G2F, GCGGCGACTGGTGAGTA [734 to 750]; GS1R, TTATC
TAAAGCTTCCTTGGTGTCT [1074 to 1097]; GAS3F, CATCAATGAGGAAGCTGCAG [1401 to 1420]; GAS4R,
GGTTCTCTCATCTGGCCTGG [1462 to 1481]; GAS5F, CTCTAAGAGCCGAGCAAGCT [1697 to 1716]; GAS6R,
AAAATAGTCTTACAATCTGG [1771 to 1790]; HPR1977F, GTTAAGTGTTTCAATTGTGG [1957 to 1976]; and
GA2274R, TCTTTATTGTGACGAGGGGTCG [2274 to 2295]) using BigDye v3.1 chemistry on a 3730xI genetic
analyzer (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). Sequences were assembled and manually edited using
Geneious v5.6.7 (Biomatters, Auckland, New Zealand) and then aligned using MEGA 7 software (71).

For pol (PR-RT) sequences, amplification of HIV protease (99 amino acids) and the first 335 amino
acids of the RT was performed using a previously described in-house protocol (72). Sequences were
obtained with a 3730x| genetic analyzer (Thermo Fisher) and assembled using the automated base-
calling software RECall (73). Negative controls were included in all amplification runs and monthly
phylogenetic controls were performed, including laboratory HIV strains, to detect possible contamina-
tion.

HIV subtyping. HIV subtypes were determined using the REGA HIV subtyping tool (3.0) (http://
dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanford-hiv/typingtool/) and confirmed with the Recom-
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bination Identification Program (RIP; https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html) (74). All
non-subtype B sequences were removed prior to analysis.

Phylogenetic analyses and cluster identification. HIV gag and pol sequences were aligned to the
HIV HXB2 reference strain using an in-house alignment algorithm based on HyPhy (75), and columns
where HXB2 was gapped were stripped out. Shannon entropy of amino acid alignments was computed
using the Los Alamos HIV sequence database (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/ENTROPY/
entropy.html) with 500 randomizations. Maximum likelihood phylogenies were inferred with FastTree
(http://www.microbesonline.org/fasttree) using the generalized time-reversible (GTR) model (76, 77). Phy-
logenies were colored using Rainbow Tree (https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RAINBOWTREE/
rainbowtree.html) (78). Patristic distances were extracted from cohort-specific phylogenies using PATRIS-
TIC (79). gag and pol sequence clusters, defined by within-cluster patristic distances of =1.5% and
bootstrap support values of =90%, were identified using Cluster Picker (The University of Edinburgh,
United Kingdom) (80). This genetic distance threshold has been used previously for inferring transmission
clusters in chronic cohorts (81). HIV genetic compartmentalization between cohorts was assessed using
the fixation index (Fs;) score (82) implemented in HyPhy (75).

HLA typing in the Mexican cohort. Genomic DNA was extracted from a minimum of 6 million PBMC
or 200 ul of buffy coat using a QIAmp DNA blood minikit (Qiagen). HLA class | HLA-A, -B, and -C typing
was performed to subtype-level (4-digit) resolution using a modified in-house sequence-based method
(83). Briefly, 1-kb fragments, including exons 2 and 3 of HLA-A, -B, and -C, were amplified using universal,
locus-specific primers and the Roche Expand high-fidelity PCR system (Roche Applied Science, Laval, PQ,
Canada). PCR products were cleaned up with ExoSAP-IT (Affimetrix, Cleveland, OH, USA) and sequenced
on a 3730xl genetic analyzer using BigDye 3.1 chemistry (Thermo Fisher). HLA allele assignment was
done using uTYPEv6 (Thermo Fisher) by comparison to the IMGT/HLA database (84, 85). Using this
method, a total of 92 HLA-A, 91 HLA-B, and 39 HLA-C allele pairs within the Common and Well-
Documented Catalogue (86) present polymorphism phase ambiguities at the resolution level of the first
(i.e., allele-level) or second (i.e., subtype-level) HLA fields (see Table S1 in the supplemental material).
These ambiguities were resolved by assigning the most frequent allele combination according to linkage
disequilibrium data obtained from our Mexican mestizo population. Ambiguous HLA pairs due to
polymorphic differences outside exons 2 and 3 were managed as G groups, including A*74:01:01G
(A*74:01 in the analysis, encompassing A*74:01/A*74:02), C*18:01:01G (C*18:01 in the analysis, encom-
passing C*18:01/C*18:02), C*¥*17:01:01G (C*17:01 in the analysis, encompassing C*17:01/C*17:02/C*17:03),
and C*04:01:01G (C*04:01 in the analysis, encompassing C*04:01/C*04:09N), among others. All HLA
haplotypes were confirmed using the HLA completion web tool (available at http://boson.research
.microsoft.com/hla/) (69). Additionally, a total of 33 HLA-A or HLA-C types that failed amplification or
sequencing were imputed using the same tool. HLA haplotypes with unresolved HLA-B loci were not
imputed and were considered missing data (this included 8 individuals with both HLA-B alleles and 8
with one HLA-B allele missing). Raw HLA typing data are available via direct request to the authors.

Further validation of our HLA typing method in the context of a Mexican mestizo population was
performed, analyzing HLA data from 323 individuals from Mexico City for whom HLA typing had been
performed by amplifying exons 1 to 8 for HLA-A and HLA-C and exons 1 to 7 for HLA-B followed by
next-generation sequencing (TruSight HLA kit; lllumina), thereby resolving gametic phase and achieving
the highest possible typing resolution. In a blinded manner, we extracted the exon 2 and 3 consensus
sequences (i.e., without gametic-phase resolution) from these patients and reinterpreted them as
described above. Accuracy was 99.89% for HLA subtypes assigned by sequencing all exons with
gametic-phase resolution versus exons 2 and 3 without gametic-phase resolution and those at
four-digit resolution (only 1 out of 969 HLA loci was inaccurate). The results of this validation are
shown in Table S2.

HLA frequency comparison. HLA allelic frequencies in Mexico and Canada/United States were
compared using the Los Alamos HIV Database HLA comparison tool (https://www.hiv.lanl.gov/content/
immunology/hla/hla_compare.html), which computes two-sided exact Fisher's test P values corrected for
multiple comparisons using Storey’s q value, which estimates the false discovery rate (87). Results with
a P value of <0.05 and q value of <0.2 were deemed statistically significant.

Identification and comparison of HLA-associated polymorphisms, including formal tests for
differential escape between populations. HLA-associated polymorphisms in HIV subtype B Gag and
PR-RT were identified in the Mexico and Canada/United States cohorts separately using a published phylo-
genetically informed statistical model that corrects for potential host and viral genetic confounders, including
HLA linkage disequilibrium, the HIV phylogeny, and HIV codon covariation (14). The model identifies two
types of associations: adapted (viral amino acids overrepresented in individuals expressing the HLA allele,
representing the inferred escape form) and nonadapted (viral amino acids underrepresented in individuals
expressing the HLA allele, representing the inferred susceptible form). All associations with a g value of <0.2
were organized into immune escape maps. We also wished to compare the strengths of association of
individual HAPs across the two cohorts. To do this, we took the union of all HAPs identified in Mexico and/or
Canada/United States that were restricted by HLA class | alleles observed in a minimum of 10 individuals in
both cohorts and applied a published phylogenetically corrected logistic regression to test whether their
strengths of selection by the restricting HLA allele differed significantly between the cohorts (17, 64). Briefly,
for each HAP of interest, the model computes a P value testing whether HLA-mediated selection is the same
in Mexico and Canada/United States (null hypothesis) or whether selection differs between cohorts (alterna-
tive hypothesis) (17). As before, a q value of <0.2 was defined as the significance threshold for the differential
escape analysis. Finally, to demonstrate that our HLA imputation/ambiguity resolution method does not
significantly affect HAP recovery or association strength in the Mexican cohort, we repeat all analyses
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excluding all ambiguous and imputed HLA loci for this cohort and verified that all original observations still
held (Table S3 and Fig. S1).

SUPPLEMENTAL MATERIAL

Supplemental material for this article may be found at https://doi.org/10.1128/JVI
.01128-17.

SUPPLEMENTAL FILE 1, XLSX file, 0.4 MB.
SUPPLEMENTAL FILE 2, PDF file, 0.8 MB.
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