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Resumo

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV - Human immunodeficiency
Virus) caracteriza-se por uma imunossupressao progressiva e aumento da infectividade e
replicagdo viral. Apesar dos exatos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese
do HIV ndo terem sido completamente elucidados, diversos fatores genéticos do
hospedeiro e do virus foram descritos. Dentre os fatores virais, encontram-se alteragdes
em dominios protéicos de regides biologicamente ativas de varias proteinas virais. As
proteinas acessorias Vif e Vpr participam de diversos mecanismos patogénicos. Dentro
deste contexto este projeto teve como principal objetivo caracterizar o pool de seqiiéncias
dos genes vif e vpr presentes em amostras de DNA gendomico de células de sangue
periférico de oito pacientes, sendo trés deles em dois estagios da infeccdo (inicial e
tardio). Foram obtidas 115 sequéncias, sendo 57 do gene vif e 58 do gene vpr. As
alteracdes presentes nos diferentes dominios foram correlacionadas com as principais
funcdes biologicas, com a progressao a doenga (modelo de regressdao linear simples) e
com as estruturas terciarias das proteinas. Finalmente foram realizadas andlises
filognéticas de ambos os genes . Dentre as principais mudancas detectadas para os alelos
de vif e vpr, podemos destacar : Em Vpr, L5P, S10P, R73G, R85P, R87K, V57A, G75K ,
G75R, nos alelos presentes no estagio inicial e S94G, F72L, W54 por stop codon,
presentes nos dois estdgios de infeccdo. No caso de Vif as principais mudancas
detectadas foram: W38L, W21 por stop codon, W38 por stop codon, nos alelos do estagio
inicial e D101G e DIOIN em ambos os momentos. A analise da correlagdo entre as
alteracdes presentes nos alelos de vpr e vif e os diferentes estdgios clinicos da infec¢dao
pelo HIV-1, revelou que o score influencia a contagem de células CD4+. E possivel notar
uma tendéncia no grafico de regressdo, onde quanto maior € o score, menor ¢ 0 nimero
de células CD4+. H4 portanto uma forte correlacdo (r = -0,826 [Vpr] e r = -0,840 [Vif])
entre as mudancas nas proteinas acessorias Vpr (score 1) e Vif (score 2) e a diminui¢do
das células CD4+. As arvores filogenéticas geradas com base nas sequéncias dos alelos
de vif e vpr indicam uma tendéncia de agrupamento entre os alelos dos mesmos pacientes
nos estagios iniciais de finais. Nao houve significativa mudanga estrutural nas sequéncias

analisadas, quando comparadas com a estrutura terciaria do consenso do subtipo B.

Palavras Chaves: HIV-1, AIDS, Vpr, Vif.
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Abstract

Human immunodeficiency virus (HIV) is caracterized by a progressive
immunossupression and infectivity and viral replication increase. Although the exact
molecular mechanisms involved in HIV pathogenesis have not been totally elucidated,
several genetic factors of both host and virus have been described. Among some viral
factors, there are alterations in protein domains of biologically active regions of several
viral proteins. The accessory proteins Vif and Vpr participate of many pathogenic
mechanisms. Taking this these ideas into consideration, this Project aimed at
caracterizing the pool of sequences of vif and vpr genes present in genomic DNA
samples of peripheral blood from eight patients, three of them from two different
infection stages (early and late). Total of 115 sequences, 57 from vif gene and 58 from
vpr gene were obtained. The alterations present at the different domains were correlated
to the main biological functions, within the desease progression context (simple linear
regression model), and with the protein’s terciary structure. Finally, filogenetic analysis
were made for both genes. Among all detected mutations in vif and vpr aleles, we may
highlight: in Vpr: L5P, S10P, R73G, R85P, R87K, V57A, G75K , G75R, ate the aleles
present in the initiasl state and S94G, F72L, W54 for a stop codon, present at both
infection stages. In the Vif paradigm, the main detected changes were: W38L, W21 for a
stop codon, in the early stage aleles and D101G e DIOIN in both moments. The
correlation analysis of changes in vif and vpr aleles and the different clinical stages of
HIV-1 infection showed that the influence score affect the CD4+ cells count. It is clearly
possible to note a tendency in the regression graphic, being noticeable that when the
score increases, CD4+ cells number decreases. Furthermore, there is a strong correlation
between the changes in the accessory proteins Vpr (score 1) and Vif (score 2) and the
diminish in the CD4+ cells count (r = -0,826 [Vpr] and r = -0,840 [Vif]). The filogenetic
trees generated with regard to the sequence of the vif and vpr aleles indicate that there is
a tendency in the gathering of the aleles of the same patients in the early and late stages.
There hés not been noticed significant changes in the structure of the analysed sequences,

when compared to the 3D consensus structure of the subtype B.

Key words: HIV-1, AIDS, Vpr, Vif.
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Capitulo 1. Introduciao



1.1. Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV - Human immunodeficiency Virus) ¢ o
agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (Acquired Immune Deficiency
Syndrome — AIDS) em humanos. Essa doenca ¢ caracterizada por uma imunossupressao
progressiva, causada principalmente pela perda de linfocitos T auxiliares CD4+ (LTh) (Levy,
1993)(Gallo, 2002), frequentemente acompanhada por infec¢des oportunistas ou pela
ocorréncia de um tipo de cincer, o Sarcoma de Kaposi. A infec¢ao pelo HIV ¢ cronica e a
progressao da doenca ¢ lenta (Prusiner, 2002).

No inicio da década de 80 foram relatados os primeiros casos €, em pouco tempo, a
epidemia ganhou propor¢des mundiais. Devido ao grau de morbidade e ao grande nimero de
obitos ocasionados pelo HIV, o impacto global desta infec¢do na economia e nos recursos de
atendimento aos portadores do virus foram, e continuam sendo, enormes. Conforme dados
do Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS, 2009) de dezembro de 2009,
mais de 25 milhdes de pessoas ja morreram com AIDS desde seus primeiros relatos, em
1981, e atualmente, cerca de 33 milhdes de pessoas vivem infectadas com o virus em todo

mundo (Figura 1.1).

Western & Eastern Europe
Central Europe & Central Asia
1.4 million
North America [720 000 - 910 000]  [1.3 million — 1.6 million]
1.5 million East Asia
[1.2 million — 2.0 million]
Middle East & North Africa [560 000=1.0 million]
czi{bb 8?)?{1 [400408(? %(3)(? 000]
- South & South-East Asia
[220 000 - 270 000] 4.1 million
Sub-Saharan Africa [3.7 million — 4.6 million]
Central & 22.5 million ¢
South America [20.9 million — 24.2 million] Oceania
1.4 million 57 000
[1.2 million - 1.6 million] [50 000 — 64 000]

Figura 1.1. Numero estimado de individuos portadores de HIV no ano de 2009 (UNAIDS, 2009).

Esses nimeros evidenciam a importincia dos esfor¢cos para o controle e combate a

AIDS, uma vez que ainda ndo existe imunizacdo profilatica ou cura para essa enfermidade.



Entretanto avangos importantes foram conseguidos.

A pesquisa basica gerou um grande numero de dados, tornando possivel identificar o
causador da AIDS, por meio do isolamento e identificacdo do seu agente etioldgico, o HIV,
em 1983. Atualmente, sdo conhecidos dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O primeiro
tipo, mais virulento, ¢ responsavel pela pandemia da AIDS. O HIV-2, além de ser menos
patogénico, ¢ restrito ao oeste da Africa (van Regenmortel et al., 2000)(Wigg, 2002).

Virias descobertas sobre a biologia do HIV-1 permitiram a elucidacdo das formas de
transmissdo, além do desenvolvimento de testes sorologicos e de drogas antivirais, que sdo
essenciais ao controle da infec¢do pelo virus (Gallo & Montagnier, 2002).

O advento de novas tecnologias para sequenciamento de DNA e o surgimento de
diversos bancos de dados de sequéncias permitiram um melhor conhecimento do genoma do
virus e auxiliaram no entendimento do papel desempenhado pelos principais genes

envolvidos na infec¢do pelo HIV (Votteler et a/, 2008).

1.2. Historico

Em 1981, foram relatados os primeiros casos de AIDS, relacionados principalmente a
homens que faziam sexo com outros homens. A imunodeficiéncia era associada ao
aparecimento de um tipo de céancer, o Sarcoma de Kaposi, € uma série de infecg¢des
oportunistas que afetavam os individuos infectados. Em pouco tempo, devido ao niimero de
casos registrados da doenga, a AIDS atingiu propor¢des epidémicas. As ocorréncias em
diferentes populagdes, incluindo homens heterossexuais, usuarios de drogas, portadores de
hemofilia, criancas e receptores de transfusdes de sangue levaram a identificacio de um
mesmo agente responsavel pela enfermidade, que era transmitido por meio de fluidos
corporais das pessoas infectadas (Prusiner, 2002)(Votteler et al, 2008).

Dois grupos de pesquisa foram os principais responsaveis pela identificacdo e
isolamento do HIV-1, sendo um liderado por Luc Montagnier, do Instituto Pasteur, em
Paris/Franga, e o outro comandado por Robert Gallo, do Centro para Controle e Prevencdo
de Doencas (Centres for Disease Control and Prevention - CDC), dos Estados Unidos.
Outras descobertas da época foram importantes para o isolamento do HIV, tais como, o
isolamento da enzima trancriptase reversa (Baltimore,1970)(Temin & Mizutani, 1970) e a

descoberta da interleucina-2 (Morgan et al., 1976), fator de crescimento essencial a cultura



de células de linfocitos T necessarias a replicagdo do HIV in vitro (Prusiner, 2002).

Em 1980, o grupo de pesquisa de Gallo, que possuia linhas de pesquisas relacionadas
aos retrovirus, juntamente com colaboradores, descreveu o primeiro retrovirus humano
(HTLV-I - human T-cell lymphotropic virus type I). Tratava-se de um virus causador de
leucemia em humanos. A descoberta do primeiro retrovirus humano (HTLV-I) foi crucial no
processo de isolamento do HIV. Esse descoberta foi posteriormente confirmada por Yoro
Hinuma e colaboradores em 1981 (Hinuma, 1981). Em 1982, esse grupo de pesquisa relatou
um novo retrovirus humano, denominado HTLV-II. Esses pesquisadores acreditavam na
hipotese de que a AIDS era causada por um virus da mesma familia do HTLV, porque ele
apresentava o mesmo modo de transmissao e pelo fato de ambos se replicarem em linfécitos.

Um retrovirus humano distinto de HTLV-I e HTLV-II, com morfologia semelhante a
de um lentivirus, foi apresentado pelo pesquisador Luc Montagnier em 1983. Esse retrovirus
foi isolado a partir de uma amostra da bidpsia de um paciente com linfodenopatia, utilizando
um protocolo anteriormente descrito por Gallo e colaboradores (Montagnier, 1984). Apos
serem encontrados tragos de transcriptase reversa no cultivo de linfocitos T dessa amostra,
enzima presente apenas nos retrovirus, os virus isolados a partir dessa cultura receberam a
denominacao de virus associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty asociated virus — LAV)
(Montagnier, 2002). Eles causavam a morte de linfécitos T auxiliares em cultura,
diferentemente dos virus HTLV. No mesmo periodo, o grupo de Gallo caracterizou um novo
virus, com caracteristicas distintas dos virus da familia HTLV, que recebeu a denominagdo
de HTLV-III.

Em 1984 o pesquisador Jay Levy e seus colaboradores da Universidade da Califérnia
isolaram o virus a partir de individuos assintomaticos, indicando o estado de portador do
virus, e denominando-o de retrovirus associado a AIDS (4/DS-associated retrovirus - ARV).
Nesse mesmo ano, a relacdo do HIV como agente etiolégico da AIDS foi aceita pela
comunidade médica e cientifica (Gallo, 2002)(Montagnier, 2002)(Prusiner, 2002).

Em 1986, com o intuito de evitar o uso de diferentes denominagdes para 0 mesmo virus
responsavel pela AIDS, o (ICTV - International Committe on Taxonomy of Viruses)
recomendou nomear esse agente de virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (Levy J.A.,
1998).

O advento de testes comerciais para deteccdo do HIV em 1986, que reduziu



significativamente a transmissdo do virus por transfusdo de sangue, o desenvolvimento do
AZT em 1987, além da disponibilidade da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART)
em 1995 foram de grande importancia para a melhoria da vida dos portadores de HIV (Gallo

& Montagnier, 2002).

1.3. Estagios da progressiao do HIV

A seguir sera feita a classificacdo dos estagios de progressao da infec¢ao pelo HIV, na
auséncia de tratamento. Inicialmente o HIV-1 causa um estado semelhante a de uma gripe,
com febre baixa, que se inicia logo apds a infec¢do e dura alguns dias. Ocorre entdo um
periodo de alguns anos, caracterizado por altos niveis de multiplicagdo viral e infectividade
(Dimmock et a/ 2007). Eventualmente a imunossupressao comega.

. Fase A: varia de infec¢do primaria pelo HIV a infeccdo subclinica assintomatica, para
linfadenopatia generalizada persistente (inchago dos ganglios linfaticos), que indica que a
imunossupressdo comegou e estd progredindo. Sem tratamento, esta fase dura em média 10
anos. Formalmente definida por apresentar >500 células T CD4 + / pl ou / mm”® de sangue
(normalmente 800-1200 células / pl)(Figura 1.2) (Dimmock et a/ 2007). Fase Infecciosa.

. Fase B: pessoas sintomaticas, apresentando uma sele¢do de condi¢cdes nao
encontradas na categoria C. Incluem perda de peso, infeccdes oportunistas (como a
candidiase, febre, diarréia durante mais de um més, e mais de um episddio de herpes-zoster).
Estas condi¢des sugerem um problema na imunidade mediada por células. A maioria das
pessoas da categoria B tém entre 200 e 500 células T CD4 + / pl de sangue (Figura 1.2)
(Dimmock et al 2007). Fase Infecciosa.

. Fase C: AIDS, incluindo pessoas com infec¢des mais graves ou cancer. Varia de leve,
com infecgdes constantes, a severa, com infec¢des graves, grande perda de peso, miopatia,
doenca do sistema nervoso periférico e do sistema nervoso central (deméncia). A maioria das
pessoas da categoria C possui contagem células <200 células T CD4+ / pL de sangue

(Dimmock et al 2007) (Figura 1.2) Fase Infecciosa.
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Figura 1.2.Curso da infec¢do pelo HIV-1. A relagdo inversa entre a carga viral e a concentrag@o de células T
no plasma. A, B e C se referem as categorias de infecg¢@o descritas no topico anterior (Dimmock et al., 2007).

1.4. Epidemiologia

. Atualmente estima-se que 33 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo HIV no
mundo (UNAIDS, 2009)

. No ano de 2009, 2,6 milhdes de pessoas foram infectadas pelo virus (UNAIDS, 2009)

. As mortes causadas pelo HIV, chegaram a 1,8 milhdes de pessoas no mesmo ano
(UNAIDS, 2009)

. Mais de 7000 pessoas sdo infectadas por dia pelo HIV (UNAIDS, 2009)

. Aproximadamente, 97% dessas pessoas recém-infectadas, sdo provenientes de paises
pobres. As mulheres correspondem a 51%. E 85% das pessoas infetadas por dia possuem

idade superior a 15 anos (UNAIDS, 2009)

1.5. Classificacao e Morfologia
O HIV-1 ¢é um tipico membro do género Lentivirus da familia Retroviridae. O nome ¢

derivado do latim Lente, uma referéncia ao longo periodo de incubag@o nos hospedeiros e



sua capacidade de persistir e replicar-se por muitos anos, antes de causar sinais clinicos da
doenca.

Os Lentivirus apresentam como caracteristicas principais: (i) causa efeitos citopaticos;
(i) provoca deficiéncias imunologicas, desordens hepdaticas e nervosas; (iii) deixa o
individuo suscetivel a doengas autoimunes. Apresentam ainda continua mutag¢do viral e
capacidade de integragdo de uma cépia do DNA viral no DNA do hospedeiro. O virus passa
a ser denominado provirus, apds seu genoma ser integrado no genoma da célula hospedeira
(Dimmock et al, 2007). Trata-se de um virus constituido de RNA fita simples, e por ser um
retrovirus, utiliza a enzima transcriptase reversa para a transcrigdo do RNA em DNA. Além
de possuir caracteristicas gerais dos retrovirus, como a presenca dos genes estruturais, gag,
pol e env, os Lentivirus codificam proteinas acessorias (Nef, Vif, Vpr e Vpu) e regulatorias
(Tat e Rev) da replicagdo viral. A descoberta do HIV estimulou a caracterizagdo de varios
outros Lentivirus, como aqueles isolados de primatas ndo humanos, SIV (simian
immunodeficieny virus) (Janeway et al., 2004)(Flint et al., 2004)(Votteler et al/, 2008).

A andlise de diversas sequéncias isoladas do HIV-1 permitiu a distin¢cdo de trés
grandes grupos: M (major), O (outlier) e N (non M, non O)(Votteler et al, 2008)(Janeway et
al., 2002)(Flint et al., 2004). Acredita-se que cada grupo seria resultado de um evento de
transferéncia independente, de lentivirus de primatas ndo humanos para humanos. No caso
do HIV-1, teria ocorrido a transferéncia do virus SIV,, (chimpanz¢) para seres humanos ¢
oito linhagens de HIV-2 surgiram apartir da infec¢@o por SIVyy (sooty mangabeys). O grupo
M do HIV-1 tem a maior prevaléncia entre os casos de AIDS no mundo, principalmente o
subtipo B, o de maior prevaléncia também no Brasil (Morgado ef al., 1998). O grupo major
(M) pode ser subdividido em subtipos A, B, C, D, E, F, G, H, J e K e suas formas
recombinantes CRFs (circulating recombinant forms) (Votteler et al, 2008)

O virion ou particula viral possui um didmetro que varia entre 80nm - 110 nm, um
genoma de aproximadamente 9,8 kb e um envelope, oriundo da célula hospedeira. As
glicoproteinas virais sdo derivadas de um precursor gpl60, que ¢ clivado por proteases
celulares, produzindo as glicoproteinas gp120 de superficie (SU) e gp4l, a glicoproteina
transmembrana (TM). Na superficie do virion, € possivel detectar a presenca de spikes,
trimeros de gp41-gp120, em uma média de 14 por virion. No interior do envelope, encontra-

se um outro envoltorio, a matriz, que ¢ constituida pela proteina p17. O capsideo, que possui



formato conico ¢ formado pela proteina p24, e no interior dele encontram-se as duas copias
do genoma de RNA fita simples, com polaridade positiva, associadas as proteinas p7 e p6,
formando o nucleocapsideo. As enzimas virais transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e
protease (PR) também sdo encontradas dentro da particula viral. Pode ocorrer ainda a
presenga de proteinas oriundas da célula hospedeira, como o MHC-II (MHC de classe 2)
associado ao envelope e a ciclofilina. A associada ao capsideo (Figura 1.3) (Carter et al,

2007)(Larder et al., 2001).

SU (glicoproteina de
superficie, gp120)

TM (glicoproteina
transmembrana, gp41)

Envelope

NC (proteina do
nucleocapsideo, p9)
RNAt iniciador

RT (transcriptase

reversa) CA (capsideo, p24)

PR ( tease)
RNA viral protease

. IN (integrase)
MA (matriz, p17)

MHC classe I

MHC classe IT

Figura 1.3. Estrutura da particula do HIV-1 (adaptado de Wigg, 2002).

1.6. Genoma do HIV
O genoma do HIV (Figura 1.4) ¢ relativamente grande, apresentando um niimero maior

de genes quando comparados a outros retrovirus (Cann et al, 2005).

Figura 1.4. Estrutura genémica do virus da Imunodeficiéncia Humana ( HIV-1). Os genes gag, pol e env
(barras lilas, azul e verde respectivamente) codificam proteinas estruturais. Os genes tat e rev (barras roxas e



laranjas respectivamente) codificam proteinas regulatorias. Os genes nef, vif, vpr e vpu (barras vermelhas,
cinzas, amarelas, rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteinas acessorias. Nas terminagdes 3’ e 5°,
encontram-se as sequéncias repetitivas longas, chamadas de LTRs (Greene e Peterlin, 2002).

As particulas virais possuem duas copias de RNA de polaridade positiva, sendo que os
virions podem ser descritos como diploides. Estas duas moléculas estdo presentes dentro dos
virions na forma de um dimero, formado por parecamento entre bases complementares.
Dentro das particulas virais sdo encontrados ainda uma molécula de RNA transportador
(tRNA™ no caso do HIV-1 e HIV-2) proveniente da célula hospedeira, que interage por
complementaridade de bases a uma regido do RNA viral conhecida como primer biding site
(PBS) (Carter et al, 2007).

O genoma do HIV-1 contém nove genes diferentes, sendo trés deles comuns a todos os
retrovirus: gag (que codifica as proteinas estruturais), po/ (que codifica as enzimas virais
protease [PR], transcriptase reversa [RT] e integrase [IN]), além de env (que codifica as
glicoproteinas do envelope, gp120 e gp 41). Esses genes sdo considerados estruturais. Os
genes gag, pol e env sdo traduzidos em poliproteinas precursoras, que sdo posteriormente
clivadas por proteases celulares e por uma protease viral (Flint et al., 2004)(Votteler et al,
2008)

Diferentemente dos demais retrovirus, o genoma do HIV possui ainda os genes
regulatorios, fat e rev, além de quatro genes acessorios: nef, vif, vpr e vpu. Essa denominagdo
de genes acessorios esta baseada no fato de que as proteinas oriundas desses genes ndo sio
essenciais para a replicagdo do virus in vitro, entretanto desempenham importante papel in
vivo, principalmente em relagdo a aspectos relacionados a evasdao e manipulacdo da resposta
imunoldgica adaptativa e inata (Malim, 2008).

A diferenca gendmica entre o HIV-1 e o HIV-2 esta na presenga do gene vpx no HIV-
2. A proteina Vpr de HIV-2 compartilha a habilidade de induzir parada no ciclo celular em
G2 com Vpr de HIV-1, mas Vpx de HIV-2 ndo possui efeito algum sobre o ciclo celular.
Entretanto, Vpx ¢ essencial em células que ndo estdo se dividindo (non-dividing cells), como
macrofagos e células dendriticas. Devido a origem evolucionaria comum, alto grau de
homologia e a divergéncia de fungdes, Vpx e Vpr de HIV-1 sdo considerados pardlogos
(Fletcher et al. 1996)(Guyader et al. 1989)(Pancio et al. 2000)(Yu et al. 1991). Flanqueando

as extremidades 3’ e 5° do provirus, sdo encontradas longas sequéncias repetidas



denominadas de LTRs (long terminal repeats), que regulam a integragdo do virus ao genoma
hospedeiro, a expressdo génica e a replicagdo (Figura 1.4)(Larder et al., 2001)(Wigg, 2002).

O gene gag ¢ traduzido em uma poliproteina precursora de 55 kDa, denominada p55
Gag. Essa ¢ clivada pela protease viral em quatro proteinas menores: pl7, que forma a
matriz; p24, que constitui o capsideo; p7, que constitui o nucleocapsideo; p6, que tem fungdo
de intermediar a incorpora¢do da proteina Vpr aos virions; e dois peptideos espagadores pl e
p2. Essas proteinas sdo encontradas nas particulas virais maduras do HIV-1 (Géttlinger,
2001)(Larder et al., 2001).

O gene pol codifica uma poliproteina precursora das enzimas virais PR, RT e IN. A
sequéncia do gene pol ndo possui um codon de iniciagdo. Assim, ndo pode ser traduzida de
forma independente. As poliproteinas Pol e Gag sdo traduzidas de maneira fusionada,
formando um precursor denominado Gag-Pol. A protease viral cliva o polipeptideo Pol,
separando-o de Gag, e, posteriormente, cliva Pol para gerar PR, RT e a IN. Porém, ¢ somente
no meio extracelular, apds a liberagdo do virus da célula hospedeira, que a protease viral
sofre auto-ativacdo e inicia o processo de clivagem, tornando infecciosa a particula viral.
Todos os produtos do gene pol podem ser encontrados dentro das particulas virais do HIV-1
(Larder et al., 2001)(Carter et al, 2007)(Votteler et al, 2008).

O gene env codifica uma poliproteina precursora, que ¢ sintetizada na forma de um
trimero, com ligacdes ndo covalentes entre as subunidades gpl20 e gp4l (Flint et al.,
2004)(Moore & Doms, 2003).

O gene fat codifica um transativador transcricional que € essencial a replica¢do do
HIV-1. Tat ¢ uma proteina originalmente descrita como um ativador do promotor LTR do
HIV-1, tendo sido mostrado posteriormente sua capacidade de regular a transcricio reversa,
o que afeta a expressdo de varios genes celulares e virais. Tat liga-se ao RNA, reconhece
uma seqiliéncia em forma de loop, denominada elemento de resposta a transativagdo
(transactivation response element- TAR), localizada na extremidade 5’ de todos os RNAs
mensageiros do HIV-1. Algumas proteinas celulares ligam-se a TAR, dentre elas uma
quinase, que fosforila componentes do complexo da RNA polimerase II. Como resultado
dessa ligacdo, hd o aumento na taxa de produgdo de transcritos virais primarios de pelo
menos 1000 vezes (Larder et al., 2001)(Flint et al., 2004)(Votteler et al, 2008).

O transcrito completo do HIV possui multiplos sitios de processamento alternativo
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(splicing). O processamento alternativo dos RNAs mensageiros ¢ requerido para expressao
eficiente dos genes virais. As proteinas Tat, Rev e Nef sdo processadas na fase inicial da
infec¢do e acumulam-se devido a ativagdo transcricional produzida por Tat. O actimulo da
proteina Rev ¢ responsdvel pela mudanca da fase inicial para a fase tardia do ciclo de
replicagdo do HIV-1. Rev ¢ uma proteina que se liga ao RNA e reconhece um elemento
estrutural especifico na regido de env, denominado elemento de resposta a Rev (Rev -
Response Element- RRE). Essa proteina ativa a exportagdo nuclear de transcritos nao
processados completos ou parcialmente processados, ou seja, que ndo sofreram
processamento e contém o elemento RRE. Dessa forma, Rev facilita a sintese das proteinas
virais estruturais e garante a viabilidade do genoma completo de RNA do HIV-1. Rev
também estd envolvida no transporte dos transcritos de fase tardia dos genes vpr, vpu e vif
para o citoplasma da célula hospedeira. No entanto, esses mRNAs s6 saem do nucleo apds
multiplas copias de REV ligarem-se nestes mRNAs (Miller et al., 2000) (Larder et al.,
2001)(Flint et al., 2004)(Carter et al., 2007).

O gene nef (negative factor) originalmente recebeu esse nome devido a uma
informagdo incorreta de que seria responsavel por regular negativamente a transcrigao dos
virus. No entanto, nef promove a persisténcia viral e leva a uma progressao mais rapida para
a AIDS. Nef constitui-se numa proteina que interage com outras proteinas da célula
hospedeira para facilitar sua resisténcia a acdo do sistema imune e diretamente contribuir
para a infectividade do virus (Kirchoff et al., 1999).

A proteina viral U ou Vpu ¢ essencial a maturacdo e liberacdo das particulas virais. Da
mesma forma que Vif e Vpr, Vpu tem como alvo para degradacdo, proteinas celulares da
célula hopedeira, utilizando como via as ubiquitinas ligases (Margottin et al., 1998)(Yu et
al., 2003)(Hrecka et al., 2007). Vpu também forma canais i0nicos em membranas celulares
(Schubert et al., 1996). Através desses atributos, ele antagoniza os fatores celulares capazes
de restringir a liberacdo dos virions nascentes das células infectadas. Um dado recente indica
que um desses fatores de restrigdo celular ¢ a proteina transmembrana BST-2/CD317
(Tetherin), que retém virions na superficie da célula (Neil et al. 2008)(Van Damme et al.
2008).

A proteina viral regulatoria “R” ou VPR ¢ incorporada a particula viral pelo peptideo

p6 de Gag. Vpr foi caracterizada como um importante regulador de apoptose na célula
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infectada, existindo fortes evidéncias de que ela esteja envolvida na sobrevida viral e
progressdo a AIDS. Entretanto, esta proteina desempenha outras fung¢des vitais ao ciclo viral,
tais como: (i) aumento da eficiéncia do processo de transcri¢do reversa; (ii) transativacdo do
promotor do HIV-1 (long-terminal repeat, L'TR); (ii1) facilitacdo da importacdo do complexo
de pré-integracdo viral (PIC); (iv) interrupgdo do ciclo celular no estagio G, e modulagio da
sinalizacdo do receptor de célula T (TCR)(T-cell receptor) (Andersen et al., 2005)(Le Rouzic
et al., 2005).

A proteina viral Vif, fator de infectividade viral (viral infective factor), tem papel
importante na infec¢do e na replicagdo do virus em células ndo permissivas, sendo essencial
para infec¢des in vivo. A principal fun¢do de Vif € neutralizar a atividade antiviral de
membros da familia de citidina deaminases celulares, APOBEC3B, APOBEC3F and
APOBEC3G. Na auséncia de Vif, APOEBEC3G ¢ empacotado nos virions, resultando na
deaminacdo de citidina em uracila durante a replicacdo viral, culminando na producio de
provirus ndo funcionais (Holmes et al., 2007)(Soros et al, 2007). As duas ultimas proteinas
citadas serdo analisadas de maneira mais detalhada a seguir. As fun¢des desses genes estdo

resumidas na Tabela 1.1.

12



Tabela 1.1. Relag@o dos genes do HIV-1 e algumas de suas fungdes.

Proteina Funcao
Gag Proteina do Capsideo se liga ciclofilina “A”.
»  Proteina Matriz (MA), por miristol auxilia Gag para lipid raft e
importa (PIC) para fosforilagéo.
»  Proteina associada ao RNA - auxilia no brotamento, interage com
Vpr, PTAP-TGS101.
Transcriptase Reserva »  Responsavel pela transcricdo reversa, com fung¢do de DNA
polimerase.
RNA dependente, RNAse H e DNA polimerase — DNA dependente.
Protease > Realiza o processamento das poliproteinas precursoras virais.
Integrase »  Realiza a integragdo do DNA proviral.
Envelope (Env) > Clivada no reticulo endoplasmatico em gp120(SU) e gp41(TM).
* gp120 se liga a CD4 e ao receptor da quimiocina (CCR5 e CXCR4).
* Gp41 medeia fusdo com a membrana citoplasmatica.
* Contém elementos responsivos ao RNA (RRE) que liga a Rev.
Ativador transcricional (Tat) > Liga-se a regido de ativag@o transcricional (TAR).

* Associa-se ao W da ciclina T1 e CDKkO9.
* Aumenta a extensdo da RNA Pol II.

Regualador da expressdo viral >  Liga-se ao RRE.

(Rev) * Inibe o splicing do RNA viral.

* Exporta RNA spliced incompleto do ntcleo.

Fator de regulacio negativa »  Modulagdo de CD4/MHC L

(Nef) * Bloqueia apoptose.
* Aumenta a infectividade viral.
* Altera o estado da ativagdo celular.
* Aumenta patogénese.
Fator de infectividade viral > Supera os efeitos inibitorios da célula do hospedeiro.
(Vif) * Estabiliza o complexo RT.

* Aumenta a infectividade viral.

* Auxilia a sintese do DNA proviral e/ou empacotamento viral.
Proteina viral “R” (Vpr) »>  Retarda a fase G2.
* Facilita a infecgdo de Macrofagos.
Proteina viral “U” (Vpu) »  Promove a degradagdo de CD4.
* Auxilia a liberagdo do virus.

Proteina viral ”X” (Vpx) »  Auxilia na infecgdo




1.7. Ciclo de replica¢do do HIV
Da mesma maneira que outros virus, o HIV replica-se dentro da célula do hospedeiro

para garantir sua permanéncia no mesmo. Para que isso ocorra, precisa passar por um longo

caminho desde sua entrada até o nucleo da célula alvo, onde integrard seu material genético

(Figura 1.5).
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Figura 1.5. Ciclo de replicagdo do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) (adaptado de Carter., 2007).
1-Ancoramento

2-Entrada

3- Transcrigdo reversa

3.1-Integragdo

4-transcri¢do

5-Tradugdo
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6-Replicagdo do genoma viral
7-Montagem da particula viral

8-Saida

A infeccdo da célula hospedeira inicia-se pelo reconhecimento do receptor CD4 pela
glicoproteina de supeficie do virus, gpl120. Em seguida, como consequéncia de mudangas
conformacionais induzidas pela ligagio CD4-gpl120, outra glicoproteina também presente na
superficie viral, a gp41, reconhece um co-receptor, um dos receptores de quimiocinas CCRS ou
CXCR4, e esse processo resulta na fusdo de ambas as membranas (Feng et al, 1996). A fusdo
permite que o capsideo viral alcance o citoplasma. A maioria das linhagens do HIV-1 usa CCR5
como co-receptor, sendo conhecidos como virus R5. Infectam preferencialmente macréfagos e ndo
induzem a formagdo de sincicios. As linhagens de virus que usam o co-receptor CXCR4 sao
conhecidas como virus X4 e infectam principalmente linfocitos, induzindo a formagao de sincicios.
O receptor de quimiocina CCRS5 encontra-se na superficie das principais células alvo, como LT
CD4", macroéfagos e células dendriticas e o co-receptor CXCR4 é encontrado em linfocitos
(Clapham et al., 2001)(Clapham et al., 2002)(Milich ef al., 1993)(Founchier, 1995). Em metade das
infecg¢des causadas pelo virus do subtipo B, o surgimento do co-receptor CXCR4 esta associado a
progressdo da doenga (Spijkerman et al., 1995).

Uma vez dentro da célula, o virus abre o capsideo, por um processo pouco entendido, mas
que provavelmente envolve proteinas celulares e virais, como a ciclofilina “A” (Franke, E.K, 1994),
Nef e Vif (Schaeffer et al, 2001)(Ohagen, A. e D. Gabuzda., 2000). Logo depois, forma-se um
complexo, que recebe o nome de complexo de pré-integracdo (PIC), o qual compreende as
moléculas de RNA viral, molécula de tRNA™*? e as proteinas virais: transcriptase reversa,
integrase, matriz, nucleocapsideo, Vpr, Vif e duas proteinas do hospedeiro, HMGI (Y) e a barreira
de autointegra¢do (BAF), que se ligam ao DNA viral e auxiliam na sua integra¢do (Chen et al.,
1999)(Miller et al., 1997). A RT viral ¢ a responsavel pela sintese do DNA dupla fita do virus.

O PIC se move em direcdo ao nucleo usando a rede de microtubulos da célula. Neste
processo, a interacdo de Nef com a proteina celular Vav (um fator de intercdmbio de guanina ou
GEF (guanine nucleotide exchange factor) desencadearia uma série de fungdes efetoras, culminando
com o reordenamento do citoesqueleto e consequentemente facilitando a migracdo do PIC para o
nucleo (Fackler et al, 1999)(Pulkkinen, 2004). Uma vez na vizinhanga do nucleo, o PIC deve

enfrentar outro obsticulo, atravessar um poro nuclear significamente menor que o seu tamanho.
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Neste processo, algumas proteinas virais teriam um papel chave, como a proteina viral MA (matriz),
que esta envolvida neste fendmeno, caracterizando assim um sinal de localiza¢do nuclear (NLS),
que ¢ reconhecido pelas importinas a e b, as quais fazem parte da via cldssica de importagdo de
proteinas para o nucleo.

Apos passar por todos esses obstaculos, o DNA proviral se integra em diferentes locais no
genoma do hospedeiro, podendo levar a um estado de laténcia ou de replicacdo, dependendo do
local e da disponibilidade de fatores transcricionais. A integracdo eficaz do DNA viral dentro do
cromossomo, em regides proximas a genes ativos apos a infeccdo pelo HIV, ¢ mediada pelos
integrantes do PIC, citados anteriormente (proteina viral IN e duas proteinas celulares identificadas,
como HMGI(Y) e a barreira da autointegracdo (BAF)(Bushman, 2002). Os provirus da maioria
retrovirus sdo constituidos por uma dupla fita de DNA. Mas o HIV e outros lentivirus possuem uma
estrutura conhecida como DNA flap, que consiste na formacdo de um dominio triplo-helicoidal no
DNA durante o processo de transcri¢do reversa e foi descrito como um importante fator na migragao
do PIC, com papel vital nos estagios iniciais de infec¢cdo (Zennou et al, 2000)(Carter ef al., 2007).

A transcri¢do do DNA viral ¢ dirigida pelo 5° LTR (long terminal repeat), o qual possui
sequéncias promotoras e sitios de ligacdo a fatores de transcri¢do, incluindo AP-1 e Sp-1. Upstream
a essas sequéncias, sdo encontrados sitios para a ligagdo de outros fatores como NF-kf3 e NFAT.
Uma transcri¢do eficiente ¢ promovida apo6s a ligagdo da proteina viral Tat com uma sequéncia
localizada em LTR, que recebe o nome de TAR (7at Activating Region). Essa, por sua vez, possui
um sitio de interagdo com a ciclina T. Tat também se liga a ciclina T, e entdo a proteina quinase
Cdk9 ¢ recrutada e interage com a ciclina T. Essa interacdo ativa Cdk9, que hiperfosforila o dominio
C-terminal da RNA polimerase II, aumentando a elongac¢do dos transcritos virais do HIV-1. Outras
proteinas celulares participam do processo de ativ¢ao da transcri¢do por Tat (Lodish et al., 2005)

As fungdes das proteinas virais Tat e Rev estdo relacionadas a transcricao viral. Tat liga-se
aos transcritos nascentes e garante que todo o genoma do virus seja transcrito. Rev liga-se ao RNA
viral que sofreu splicing incompleto e ao RNA que ndo sofreu splicing e auxilia seu transporte para
o citoplasma, enquanto as proteinas virais tardia sdo traduzidas. Rev ¢ reciclado para ser utilizado
novamente no nucleo (Carter et al, 2007). A transcri¢do do genoma viral gera varios transcritos
primdrios, alguns como os codificantes para Tat, Nef e Rev, os quais sdo processados na auséncia de
sequéncias inibitorias de RNA de splicing e sdo transportados para o citoplasma (Yang et al., 2001).

Outros sdo procesados de forma incompleta ou ndo sdo processados, devido a caréncia de sitios de
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splicing nos transcritos, e a efeitos inibitorios da proteina viral Rev, que interage com alguns fatores
celulares (Powell et al, 1997). Estes transcritos codificam algumas proteinas estruturais e
proporcionam o genoma viral necessario para ser empacotado dentro do capsideo. Dessa forma, o
equilibrio entre estes dois mecanismos, splicing total e parcial, ¢ requerido para a propagacdo da
infeccao.

Alguns genes virais apresentam expressao na fase tardia de replicagdo do virus, como Gag e
a poliproteina Gag-Pol, traduzidos a partir de transcritos que ndo sofreram splicing. As demais
proteinas virais (Vif, Vpr, Vpu e Env) sdo traduzidas com base em transcritos que sofreram processo
de splicing de maneira independente. Env e Vpu sdo traduzidos no reticulo endoplamaético rugoso.

Os virions sdo montados no citoplasma da célula hospedeira e tem como principais
componentes as proteinas virais Nef, Vpr, Vif, TR e IN, além de um dimero de RNA. Moléculas de
Gag e Gag-Pol formam um arranjo ordenado, e seus dominios ligam-se ao genoma do virus e em
proteinas que serdo incorporadas aos virions “nascentes”. Os dominios basicos do NC ligam-se ao
genoma viral, inicialmente em um dominio conhecido como 1 , que ¢ a essencial no sinal de
“empacotamento”. Os dominios do CA ligam-se a proteina da célula hospedeira ciclofilina A,
enquanto a regido p6 de Gag liga-se a proteina viral Vpr. Moléculas da proteina Vif sdo também
incorporadas nos virions. Vif tem um papel muito importante na degradacdo das citidinas
deaminases APOBEC3G e APOBEC3F, que poderiam interferir negativamente na replicagdo do
virus na proxima célula hospedeira. Apds a formagdo do dimero Gag-Pol, a protease sofre um
processo autocatalitico de clivagem para a formag¢ao das enzimas virais PR, RT e a IN. Em seguida,
a protease cliva as poliproteinas de Gag nos constituintes dos virions maduros. Apds o recrutamento
de proteinas celulares, relacionadas com a formagdo dos corpos multivesiculares (MVBs), a
particular viral utiliza a via de exocitose para formar vesiculas intraluminais (Pornillos ez al., 2003),
0 que culmina no brotamento das particulas virais englobadas em uma por¢do da membrana

plasmatica da célula.

1.8. A proteina viral R (Vpr)

A proteina viral R (Vpr), originalmente denominada proteina viral regulatoria, recebeu essa
denominacdo porque quando sua fase de leitura era interrompida por mutagénese, o virus
resultante apresentava uma replicacdo mais lenta (Hattori ez al. 1990)(Ogawa et al. 1989)(Wong-

Staal et al. 1987). A proteina Vpr aparece em dois momentos diferentes durante a replicagado viral,
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entrando nas particulas virais por meio de uma interagdo direta com a regido p6 da porgdo C-
terminal do precursor de Gag (Planelles et al., 2009). Consequentemente, estd presente no
citoplasma de células recém infectadas (Tungaturthi et al., 2003). Vpr ¢ entdo expressa de novo

pelo provirus, apartir do mRNA tardio. (Schwartz et al., 1991).

1.8.1. Estrutura de Vpr
Apesar de pequena (96 aminodcidos e aproximadamente 14 kDa), Vpr ¢ uma proteina
multifuncional (Figura 1.9.1) (pagina 32). Foi caracterizada como um importante regulador de
apoptose na célula infectada, existindo fortes evidéncias de que ela esteja envolvida na sobrevida
viral e progressdao a AIDS (Connor ef al. 1995) (Somasundaran et al., 2002)(Lum ef al., 2003).
Entretanto, esta proteina desempenha outras fungdes vitais ao ciclo viral, tais como: (i) aumento
da eficiéncia e da precisdo no processo de transcri¢do reversa; (ii) transativagdo do promotor do
HIV-1 (long-terminal repeat, LTR); (iii) facilitagdo da importacdo do complexo de pré-integragdo
viral (PIC); e (iv) modulagdo da sinalizagdo do receptor de célula T (TCR)(T-cell
receptor)(Andersen et al., 2005)(Le Rouzic et al., 2005).
A estrutura molecular de Vpr consiste em 3 a-hélices abrangendo os residuos 17-33, 38-50
e 55-77, flanqueados por estruturas flexiveis, ndo estruturadas dos dominios N e C terminal
(Figura 1.6 e 1.7) (Morellet ef al., 2003). Quatro prolinas conservadas (posi¢des 5, 10, 14 e 35),

sujeitas a isomerizacao cis/trans, sdo encontradas no dominio N-terminal (Bruns ef al., 2003).
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Figura 1.6. Estrutura de Vpr. (A) A seqiiéncia de Vpr encontra-se conservada ao longo dos lentivirus de
primatas. Os aminoécidos das posigdes 65* € 80" encontram-se, respectivamente, no meio dos dominios LR e
HSRIG. Sabe-se que a integridade de HSRIG ¢ essencial para o efeito de Vpr sobre o ciclo celular. (B) A
estrutura terciaria de Vpr. Em verde estdo representadas as regides flexiveis de Vpr e em purpura, azul e laranja

estdo, respectivamente, a 1%, 2* e 3" hélices. (adaptado de Morelet et al., 2003)
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Figura 1.7. Estrutura de Vpr determinada por ressonincia magnética. Os cilindros representam as regides
de alfa hélice compreendidas entre os aminoacidos indicados por nimeros. N (amino terminal); C (carboxi
terminal); GR (receptor de glicocorticoide). Algumas regides encontram-se marcadas com suas respectivas
fungdes. A regido C terminal estd associada a interagdo com a proteina celular alvo de Vpr para degradacio.

(adaptado de Morellet et al., 2003)(Planelles et al., 2009)

A ciclofilina A foi anteriormente descrita como capaz de interagir com Vpr através das
prolinas 14 e 35, assegurando o correto dobramento da proteina viral (Zander et al., 2003). O
carboxi terminal de Vpr contém seis residuos de arginina (R) entre as posi¢cdes 73 e 96. Esse
dominio apresenta similaridade em relacdo a dominios protéicos de transducdo, ricos em arginina
(R), o que pode explicar as propriedades de transdugdo de Vpr, incluindo a capacidade de
atravessar a bicamada lipidica da membrana celular (Coeytaux et al., 2003) (Kichler et al.,
2000)(Sherman et al., 2002). Em adicdo, a terceira alfa hélice de Vpr ¢ rica em residuos de
leucina (Schuler et al. 1999), e um lado dessa hélice apresenta um trecho de cadeias laterais
hidrofébicas que formam um motivo zipper de leucina (Schuler et al. 1999). Essa regido ¢
responsavel pela formacdo dos oligdbmeros de Vpr (Fritz et al., 2008)(Mahalingam et al.,
1997)(Schuler et al., 1999)(Wang et al., 1996) e a possivel interagdo com alguns parceiros
celulares. Ainda ndo esté totalmente elucidada a forma com que o estado multimérico ou dimérico

afeta as fungdes de Vpr.
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Um estudo recente usando citometria de fluxo com fluorescéncia e transferéncia de energia
por ressonancia em tempo real confirmou que moléculas de Vpr podem ficar ligadas dentro das
células (Bolton et al., 2007). Essa ligacdo entre moléculas de Vpr ¢ dependente de uma regido de
ligagdo localizada na terceira o-hélice (Figura 5) e mutagdes nessa regido, como 163E e 170S, e
ndo prejudicam a habilidade de Vpr induzir parada no ciclo celular na fase G2 (Bolton et al.,
2007). J4 mutagdes no dominio rico em arginina, como R80A e R87/88A, ndo impedem a
associagdo Vpr-Vpr, mas tornaram esse mutantes incapazes de provocar parada no ciclo celular
em G2 (Bolton et al., 2007). Portanto a dimerizagdo de Vpr ndo € requerida para indugdo de
alteracdes no ciclo celular.

A marca principal da patogénese do HIV-1 é a deplegdo progressiva das células T CD4" e
a grande propensdo dessas células 4 apoptose. Nesse sentido, Vpr ¢ um importante fator
apoptotico. Foi caracterizado ainda um mecanismo de apoptose mediado por Vpr, envolvendo a
interagdo fisica do dominio Vpryisx (mitochondriotoxic domain), contendo a sequéncia
conservada 7. HFRIGCRHSRIG g, com o translocador de nucleotideo adenina (ANT). A familia
das proteinas fosfatases Ser/Thr (PP2A) interage com vérias proteinas virais para regular vias de
crescimento celular e apoptose. Estudos anteriores envolvendo duplo hibrido indicaram o
envolvimento de PP2A; com a indugdo de parada do ciclo célular na fase G2 (de Noronha et al.,
1993)(Takadori-Kondo et al.,1996). Resultados recentes de estudos envolvendo PP2A e Vpry7.92
apontam essa regido de Vpr como um novo dominio functional da proteina, responsavel pela
internalizagdo de Vpr em células ndo infectadas e com fungdes pro-apoptdticas. A aparente
redundancia na por¢do final dessa proteina quanto a inducdo de apoptose, apenas reforca a
importancia da mesma na infeccdo pelo HIV (Godet et al., 2010). As principais fun¢des dessa

proteina e sua interacdo com algumas proteinas celulares serdo destacadas a seguir.
1.8.2. Funcoes de Vpr

Nesta secdo, descreveremos as proteinas celulares que muito provavelmente interagem

com Vpr.
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1.8.2.1. Interacdes de Vpr com a maquinaria de reparo de DNA

No inicio da infeccdo, a proteina Vpr aumenta a eficiéncia da transcricdo reversa
interagindo com a enzima de reparo celular, a uracil DNA glicosilase (UNG2), a qual tem como
fung¢ao retirar os dUTPs incorporados erroneamente no DNA. A transcriptase reversa do HIV-1 ¢
uma DNA polimerase dependente de RNA, propensa a erro, sendo que a delecao de vpr leva a um
aumento de erro em 4 a 18 vezes, dependendo do tipo celular (Harrington ef al., 2005)(Iordanskiy
et al., 2006) (Mansky et al., 1996)(Mansky et al., 1995).

Vpr interage com UNG2, usando um residuo de triptofano (Trp) na posi¢ao 54, localizado
no loop que conecta a segunda e terceira o hélice de Vpr. Mansky e colaboradores propuseram
que a interagdo entre Vpr/UNG2 em células que estdo produzindo virus contribui para a
incorporacdo de UNG2 cataliticamente ativa na particulas virais, onde UNG2 pode diretamente
influenciar a precisdo da transcriptase reversa e talvez assim contribuir para a habilidade do HIV-
1 de se replicar em macrofagos. Recentemente, um novo papel resultante da interagdo Vpr-UNG2
foi proposto, tendo por base a observagdo que Vpr levou a degradagdo proteassomal de UNG2
(Schrofelbauer et al., 2005). Esse grupo propds um efeito negativo na replicacdo viral, em
decorréncia do aumento no nimero de sitios abasicos nos transcritos virais. Apesar das proteinas
APOBEC3 serem alvos da proteina viral Vif, a atividade residual da proteina APOBEC3 pode
deixar alguns residuos de uracila que, quando reconhecidos pela maquinaria de reparo de DNA da
célula hospedeira, podem ser convertidos em sitios abasicos. Isso produz um efeito negativo na
replicagdo viral de duas formas: (i) sitios abésicos podem bloquear a sintese da fita senso
(positiva) de DNA pela transcriptase reversa; ou (ii) esses sitios podem ser alvos de nucleases
apurinicas/apirimidinicas (Yang et al., 2007). A presenga de residuos de uracila nos transcritos
intermediarios da transcri¢do reversa, na auséncia de UNG, impede o pareamento para a sintese da
fita positiva (Klarmann et al., 2003). Portanto, os modelos propostos por Schrofelbauer e
colaboradores e Mansky e colaboradores para explicar a interagdo entre Vpr/UNG2 sdo
antagonicos, considerando que um propode efeito benéfico, enquanto o outro propde um efeito
deletério. Em 2006, Kaiser e Emerman ndo encontraram nenhuma papel relacionado a presenga de
UNG2 ou sua atividade na replicagdo viral, mas essa isso ainda permanence controverso

(Planelles et al., 2009)
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1.8.2.2. Transativacao do LTR

Quando o DNA proviral ¢ integrado ao DNA da célula hospedeira, Vpr promove a
transcri¢do dos genes virais por meio da direta interagdo com o promotor LTR (long terminal
repeat), resultando no recrutamento de varios fatores de transcri¢do ou co-fatores para promotor
LTR.

Essa transactivacdo do LTR parece ser um efeito modesto, em comparacdo ao exercido
pela proteina TAT, mas age de forma sinergistica com ela (Cohen et al., 1990) (Sawaya et al.,
2000). Um fato interessante ¢ que esta funcdo encontra-se conservada entre os diferentes isolados
do HIV-1, HIV-2, SIVmac e SIVagm (Philippon et al., 1999), sugerindo ser uma importante
funcdo in vivo. A transativagdo mediada por Vpr também foi relacionada a capacidade de
interromper o ciclo celular na fase G, (Goh et al., 1998), uma vez que eleva a produgdo e
regulacdo de genes celulares que podem aumenta a permissividade & infec¢do viral. Um modelo
proposto envolve a interacdo com varias proteinas regulatorias celulares, como o receptor de
glicocorticdides (GR), o complexo p300 / CBP (Kino et al., 2002) e fatores de transcri¢do SPI,
NF-kB e TFIIB (Hogan et al., 2003) (Amini ef al., 2004).

E importante mencionar que Vpr promove a transcrigio dos genes do HIV-1, nao-
integrados (nef) e pré-integrados ao material genético do hospedeiro (Vpr aumenta a expressao de
genes como gag e nef)(Poon et al., 2007)(Poon et al., 2003). Vpr promove a transativa¢do de LTR
por meio da fosforilagdo de IkB, o que resulta na ligagao entre NF-kB e Vpr, no motivo LxxLL de
Vpr. Posteriormente ocorre a translocacdo de NF-kB para o nucleo, e subsequente ligacdo de NF-
kB ao elemento responsivo de LTR, resultando em aumento de transcricdo do gene, mediado por
NF-kB e Spl (Varin et al., 2005).

Outra maneira de Vpr promover a transativagdo do LTR ocorre pela interacdo dessa
proteina com o fator de transcri¢do TFIIB, provocando inclusive uma mudanca de conformagao
nesse fator (Agostini et al., 1999). Vpr ¢ um adaptador entre p300/CBP e GR, na formagado de um
complexo estdvel, que funciona como um coativador na transcri¢do de genes por LTR (Kino et
al., 2002). Analises mutacionais indicaram que a ligagao de p300/CBP com Vpr, ocorre na por¢ao
C-terminal da proteina viral, uma regido critica na inducdo de interrupg¢ao do ciclo celular na fase
G2. Isso sugere uma possivel relagdo entre a interrupgdo causada por Vpr no ciclo celular, e a
transcri¢do dos genes virais. Vpr compode ainda outro complexo, formado juntamente com p300 e

a proteina celular p21 (WAF1). Esse complexo ¢ responséavel por reduzir a inibi¢do mediada por
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p21, na saida de células da fase G1. Nesse processo a proteina viral assegura a transi¢ao de células
infectadas, da fase G1 para a fase S, resultando em aumento de células com interrup¢ao na fase
G2 do ciclo celular (Felzien et al., 1998)(Goh et al., 1998). A ligacdo entre vpr e a regido C/EBP
de LTR e em regides adjacentes (sitio de NF-kB) € necessaria para a transcri¢do de genes do HIV-
1 subtipo B, em macrofagos (Liu et al., 1999). Essa interacdo com o a regido do variante 1 de
C/EBP tem relacdo com o estado tardio da infec¢do pelo HIV-1 e com o estado de deméncia

(HIVD)(Burdo et al., 2004).

1.8.2.3. Interac¢io de Vpr com algumas proteinas celulares

ATR

ATR ¢ uma proteina quinase integrante do ponto de checagem (checkpoint) do ciclo
celular. Estudos realizados por Roshal e colaboradores (Roshal ef al., 2003), mostraram que Vpr
induz a parada do ciclo celular em G2, por meio da ativagdo de ATR. Esta tltima funciona como
um sensor para eventuais problemas durante a replicacdo. Ela pode ser acionada pela deplegdo de
deoxiribonucleotideos, inibicdo de topoisomerases ou luz ultravioleta, que provoca dano ao DNA
(McGowan et al., 2004).

ATR pode ativar o ponto de checagem na fase G2 do ciclo celular, simultdneamente a
fosforilagdo inibitdoria de Cdkl, e de maneira independente de p53 e ATM (ataxia telangiectasia-
mutated). O alvo de ATR para controlar a ativagdo do checkpoint na fase G2 € Chkl. Vpr
estimula a maquinaria envolvida na detec¢ao de danos ao DNA, sem envolver outras proteinas do
checkpoint, como p53 e ATM. Aparentemente ndo ocorre uma interacdo direta entre Vpr e ATR.
O envolvimento de Vpr no ciclo celular ocorre por meio de sua interacdo com proteinas
reguladoras do ciclo celular (proteinas adaptadoras da “familia” 14-3-3). As proteinas 14-3-3
ligam-se a proteinas “alvo”, como Chkl, Cdc25C, Weel e Cdk2 e regulam sua atividade
modificando a localizagdo celular, estabilidade ou prevenindo a desfosforilacdo. Vpr se liga ao
carboxi-terminal das proteinas 14-3-3, na regido conhecida por se ligar a fosfoproteinas

(Hermeking et al., 2006).
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Cdc25

Goh e colaboradores reportaram que Vpr liga-se e provoca a inativagdo de Cdc25C, a
fosfatase responsavel por regular positivamente Cdkl. Foi relatado também que a mutagdo na
regido de Vpr que se liga em Cdc25, resulta em uma proteina Vpr incapaz de induzir interrupgao
do ciclo celular em G2 (Goh ef al., 2004). A inibicdo de Cdc25C por Vpr pode ser interpretada
como uma consequéncia de uma sinalizagdo no inicio da via (upstream), onde Chkl pode
fosforilar Cdc25C na serina 216, resultando na inibigdo de Cdc25C. Entretanto, considerando que
Vpr interage diretamente com Cdc25C, € possivel que Vpr atue de duas formas e aparentemente
de maneira redundante. E possivel ainda que Vpr consiga inibir Cdc25C por um processo indireto,

interagindo com as proteinas 14-3-3 (Kino et al., 2005)(Planelles et al., 2009).

Weel

Consistente com o modelo no qual Vpr ativa a via responsiva ao dano no DNA, Yuan e
colaboradores (Yuan et al., 2003)(Yuan ef al., 2004) encontraram que Vpr ativa um regulador
negativo de Cdkl, a proteina quinase Weel. Também foi mostrado a incapacidae de Vpr induzir
parada no ciclo celular na fase G2 na auséncia de Wee. A intera¢do da proteina viral e Weel
resulta em uma regulacdo positiva da proteina quinase, resultando na fosforilacdo inibitoria da

proteina Cdk1 (Kamata et al., 2008).

1.8.2.4. Vpr e a manipulacio do sistema Ubiquitina/Proteassoma

Uma importante funcdo desempenhada por Vpr € sua capacidade de inibir a
proliferacdo da célula hopedeira, bloqueando as células infectadas na fase G2/M do ciclo
celular (He et al., 1995)(Jowett et al. 1995)(Re et al., 1995). Acredita-se que a parada do
ciclo celular em G2 induzida por Vpr seja capaz de suprimir a resposta imunologica por
meio da prevengdo da expansdo clonal das células T (Poon ef al., 1998) e de promover um
ambiente celular otimizado para o méaximo nivel de replicacdo viral (Goh et al., 1998).

Um mecanismo conhecido de parada no ciclo celular envolvendo Vpr consiste na
inibicao da fosfatase Cdc25 por meio de sua interacdo com a proteina viral e também pela
ativagdo da proteina quinase Weel. Essas duas enzimas citadas regulam Cdc2/Cdk1, ciclina
dependente de quinase 1, que participa na regulacdo do ciclo celular (Figura 1.9)(de Noronha

et al., 2001)(Elder et al., 2001)(Goh et al., 2004)(Kino et al., 2005)(Masuda et al., 2000).
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Algum progresso foi conquistado nos ultimos anos, principalmente com relagdo ao
entendimento da inducdo na parada do ciclo celular em G2 por Vpr e ao envolvimento do
sistema ubiquitina/proteassoma (UPS) nesse processo (Figura 1.8). Em particular destaca-se
uma ubiquitina ligase (Cullin ubiquitin E3 ligase) especifica, conhecida como Cul4A-DDB1-
DCAF1/ VprBP, associada ao processo de parada do ciclo da célula em G2 (Belzile et al.,
2007)(DeHart et al., 2007)(Hrecka et al., 2007)(Le Rouzic et al., 2007)(Schrofelbauer et al.,
2007)(Tan et al., 2007)(Wen et al., 2007).

A interagdo com a E3 ligase ¢ mediada por meio da ligagao direta de VprBD/DCAF1
com Vpr (Belzile ef al., 2007)(Zhang et al., 2001). Essa associagdo com Vpr faz com que
essa proteina promova a atividade da E3 ligase (Hrecka ef al., 2007). Posteriormente ocorre a
poliubiquitina¢do das ligacdes K48 (Belzile ef al., 2010) e subsequente degradacdo de uma
suposta proteina celular ainda desconhecida, resultando na ativagdo do checkpoint na fase G2
(DeHart et al., 2008). A regido de Vpr que se liga a DCAF1 foi caracterizada como uma
regido rica em leucinas, no motivo 60-LIRILQQLL-68 da terceira a hélice de Vpr (Zhao et
al., 1994).
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Figura 1.8. Complexo ubiquitina ligase recrutado por Vpr. Modelo mais aceito atualmente para o
recrutamento e degradacdo de uma proteina celular ainda desconhecida (substrato [S] em verde), por meio do
complexo Cul4/DDB1/ DCAF1 ubiquitina ligase. A proteina celular ¢ ubiquitinada e posteriormente degradada

pelo proteassoma 26 S, o que resulta nos diversos efeitos provocados por Vpr (Planelles ef al., 2009).
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A interrup¢do do ciclo celular na fase G2 resulta em dois efeitos conhecidos, que
contribuem para a patogénese do HIV-1. O primeiro ¢ o aumento da atividade transcricional
do promotor viral durante G2/M. O que eleva a produgdo de particulas virais. O acimulo de
células infectadas em G2 pode favorecer a tradugdo seletiva de produtos virais, devido a
presenca de um suposto local de acesso do ribossomo no genoma do HIV-1. O outro efeito
seria o comprometimento das células infectadas, que resultaria na morte celular por apoptose
(Brasey et al., 2003)(Andersen et al., 2008)(Goh et al., 1998)(Hrimech et al., 1999)(Zhu et
al., 2001).

1.8.2.5. Interacio de Vpr com o poro nuclear e os elementos de transporte nuclear

Apesar da falta de um sinal de localizagdo nuclear (NLS) regular, Vpr apresenta
caracteristicas de proteinas localizadas no nicleo e ¢ rapidamente direcionada para esta
regido celular apos a infec¢do (Depienne et al., 2000)(Di Marzio et al., 1995)(Kamata et al.,
2000)(Lu et al., 1993). Inicialmente, acreditava-se que a via importina o dependente seria o
caminho utilizado por Vpr para acessar o nucleo celular (Popov et al., 1998)(Vodicka et al.,
1998). Também foi proposta a existéncia de uma via alternativa, ainda ndo indentificada,
para explicar o movimento de Vpr em dire¢do ao nticleo. Seria distinta das vias classicas de
transporte de proteinas pelo complexo do poro nuclear (NPC), normalmente dependentes de
M9 e NLS (sinal de localizagdo nuclear) (Jenkins et al., 1998). A intera¢do entre Vpr e
importina o foi recentemente reexaminada (Kamata et al., 2005)(Nitahara-Kasahara et al.,
2007). Esses estudos apontaram que Vpr ¢ transportado para o niicleo somente por importina
a, independentemente de importina B (Kamata et al., 2005). No entanto, Vpr ¢ uma proteina
bastante dindmica, capaz de movimentar entre o nucleo e o citoplasma (Jenkins et al.,
2001)(Le Rouzic et al., 2002)(Sherman et al., 2001)(Sherman et al., 2003). Essa capacidade
estd ligada a uma regido distal rica em leucina, que pode formar um sinal cléssico de
exportacdo, reconhecido por meio da maquinaria dependente de CRM1 (Sherman et al.,
2001)(Sherman et al., 2003).

Vpr apresenta uma grande afinidade pelo envelope nuclear (NE). Diversos grupos ja
relataram a capacidade de Vpr de interagir com componentes do complexo do poro nuclear

(Fouchier et al., 1998)(Le Rouzic et al., 2002)(Popov et al., 1998)(Vodicka et al., 1998).
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Estudos anteriores revelaram que Vpr se liga a varias nucleoporinas humanas, como p54,
p58 e hCGl1. (Fouchier et al., 1998)(Popov et al., 1998)(Vodicka et al., 1998)(Le Rouzic et
al., 2002).

O papel de Vpr no envelope nuclear permanence desconhecido, mas recentemente foi
sugerido que a atuacdo de Vpr no complexo do poro nuclear ndo ¢ essencial, entretanto pode
facilitar a replicacdo do HIV-1 em macrofagos (Jacquot et al., 2007). Essas observagdes
podem ser relacionadas as contribuigdes da proteina viral Vpr ao complexo de pré—
integragao viral (PIC), que contém o DNA viral, no movimento em dire¢cdo ao complexo do
poro nuclear (NPC), culminando no deslocamento do complexo (PIC) para o compartimento
nuclear. Vpr ¢ capaz de promover pequenas fissuras e rupturas transientes no envelope
nuclear, levando a redistribuicdo inapropriada de reguladores do ciclo celular, incluindo
Weel, Cdc25 e ciclina B para o citoplasma da célula hospedeira (de Noronha et al., 2001). O
mecanismo molecular envolvido nesse processo permanence desconhecido. Uma possivel
explicagdo ¢ que a interacdo de Vpr com as nucleoporinas resulta numa montagem incorreta
do complexo de poro nuclear, provocando altera¢des na arquitetura do envelope nuclear, o
que pode ocasionar alteragdes na localizacdo de reguladores do ciclo celular. Isso pode
explicar a interrup¢do causada por Vpr na fase G2 do ciclo da célula. Além disso,
modificacdes estruturais do envelope nuclear podem afetar a estrutura ou a fidelidade da
cromatina, levando a uma possivel ativacdo da proteina ralacionada a Rad3 (ATR), o que
corrobora uma relagdo de causa e efeito entre o acimulo de Vpr no envelope nuclear e a
indugdo de parada do ciclo celular na fase G2, e consequentemente a apoptose (Jacquot et

al., 2007).

1.8.2.6. Vpr e apoptose

Uma importante propriedade relacionada a esta proteina ¢ a inducdo de apoptose em

células T infectadas ou ndo, assim como em outros tipos celulares como linfocitos B, células

progenitoras hematopoiéticas, células citotdxicas naturais (NK), macrofagos, células dendriticas e

neurdnios (Groux et al., 1992)(Connor et al., 1995)(Le Rouzic et al., 2005) (Yedavalli et al.,

2005)(Iordanskiy et al., 2006).

Inicialmente, Vpr foi descrita como uma proteina inibidora e posteriormente como

indutora de apoptose. Atualmente acredita-se que, nos estdgios iniciais da doenca, onde a
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concentragdo em circulagdo ¢ baixa, Vpr atuaria como um fator anti-apoptdtico. Ja no estagio
tardio, quando os niveis de expressdo da proteina sdo altos, atuaria como um fator pré-apoptético.
Um dos mecanismos anti-apoptoticos possiveis seria mediado pela ligacdo a uma proteina
mitocondrial anti-apoptdtica, o fator HAX-1, induzindo sua saida para o citoplasma onde
diminuiria o efeito pré-apoptdtico de Vpr (Yedavalli et al., 2005).

Dentre os possiveis mecanismos pro-apoptdticos, encontram-se os da via mitocondrial,
onde a ligacdo de Vpr a um fator relacionado a permeabilidade da organela, o translocador de
nucleotideo adenina (ANT) (Sabbah ef al., 2006) levaria a liberagdo do citocromo C e
conseqiiente ativagdo da caspase 9 (Muthumani ef al., 2002).

Outra proteina celular importante na indu¢do de apoptose por Vpr ¢ a proteina capaz de
formar poros na mitocondria, Bax. A interagao entre Vpr e Bax produz mudanca conformacional e
ativacdo desta ultima. Em outro mecanismo ndo menos provavel, Vpr induziria ou mimetizaria
dano no DNA, processo que levaria a parada do ciclo celular na fase G, o que por sua vez
desencadearia a morte celular por apoptose (Zhu et al., 2001)(Andersen et al., 2005).

Um modelo alternativo para explicar o processo apoptotico induzido por Vpr propde que a
apoptose ¢ uma consequéncia na interrup¢do prolongada do ciclo celular em G2. De maneira
especifica esse modelo sugere: (i) a atividade pro-apoptotica de Vpr em paralelo com a parada do
ciclo celular em G2; (ii) as duas atividades de Vpr necessitam da ativagdo de ATR; e (iii) a
apoptose mostrou-se dependente da fosforilagdio de Brcalmediada por ATR, levando a um
aumento da expressdo da proteina GADD45a (Figura 1.9)(Andersen et al., 2006)(Jacquot et al.,
2007)(Yuan et al.,2003).

Os macrofagos infectados pelo HIV-1 sdo naturalmente mais resistentes aos efeitos
citopaticos do virus (Gartner et al., 1986)(Gorry et al., 2005)(Kedzierska et al., 2002).
Consequentemente, tornam-se reservatorios virais, capazes de disseminar o virus para outros
tecidos, incluindo o cérebro (Ghorpade et al., 1998)(Orenstein et al., 1997).

Estudos realizados por Zimmerman e colaboradores, mostraram a importancia da via de
sinalizacdo de ATR no processo de apoptose provocado por Vpr e a auséncia da expressdo de
algumas proteinas presentes nessa via em macrofagos (ATR, Chkl e Radl7), o que explica, em

parte, a resisténcia dos macrofagos ao efeitos citopaticos dos HIV-1 (Zimmerman et al. 2006).
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1.8.2.7. Vpr e o receptor de glicocorticédide

Vpr ¢ capaz de interagir e formar um complexo com o receptor de glicocorticoide
(GR)(Refaeli et al., 1995), aumentando a atividade dos corticoesterdides, atuando como um co-
ativador (Kino ef al., 1999)(Refaeli et al., 1995)(Sherman et al., 2000). Essa interacdo ¢ mediada
por um motivo LXXLL, presente em Vpr, que se liga também com o co-ativator do receptor de
esteroide-1 e com as protéinas p300/CREB (Kino et al., 1999)(Refaeli ef al., 1995)(Sherman et
al., 2000).

Sherman e colaboradores identificaram que a interrup¢do do ciclo celular em G2 e a
ligagdo ao GR (glucorcorticoid receptor) sdao fenotipos independentes de Vpr, tendo por base
experimentos onde mutantes de Vpr com incapacidade de interromper o ciclo celular em G2
mativeram a capacidade de se ligar a GR. Além disso, a atividade de transativador exercida por
Vpr, atribuida a sua capacidade de interromper o ciclo celular em G2, mostrou-se, pelo menos

parcialmente, independente da atuagdo de Vpr como coativador de GR (Sherman et al., 2000).
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Figura 1.9. Vias de sinalizacdo relacionadas a Vpr. Vias de sinalizagdo propostas para mediar a parada do

ciclo celular na fase G2, apoptose e transativacdo do LTR, por meio de Vpr do HIV-1 (Planelles ef al., 2009)
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Figura 1.9.1. Primeiros passos da infeccio pelo HIV-1 na célula alve. Estdo destacados os eventos
funcionais no qual Vpr esta envolvido. Vpr possui multiplas fun¢des durante o ciclo de vida do virus, incluindo
a fidelidade do processo de transcri¢do reversa, a importacdo do DNA viral para o nicleo celular, como parte
do complexo de pré-integracdo viral, controle da progressdo do ciclo celular, regulacdo da apoptose e

transativacdo de LTR, assim como de genes da célula hospedeira (Le Rouzic ef al., 2005).

1.9. A proteina Vif

Vif (Viral infectivity factor) ¢ uma proteina citoplasmatica do HIV-1 de 192
aminodcidos e 23 kDa essencial para a replicacdo em células T primarias in vivo. (Malim et
al., 2009)(Chiu et al., 2009). Vif ¢ importante em células ndo-permissivas, mas dispensavel
para a replicagdo do virus em células permissivas. Essa proteina viral € responsavel por
bloquear a atividade antiviral de uma familia de proteinas, chamadas citidinas deaminases,
com destaque para APOBEC3G e APOBEC3F.

O mecanismo utilizado por Vif para desempenhar essa fung¢do consiste na
mobilizagdo dos componentes da via de degradagdo celular, levando a degradagdo

proteassomal, principalmente de APOBEC3G (A3G). Na auséncia de Vif, APOBEC3G ¢
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incorporado na particula viral (Sheehy et al., 2003)(Stopak et al., 2003)(Mariani et al.,
2003), inibindo a sintese do DNA viral durante o processo de transcri¢do reversa, catalisando
a deaminagdo de citidina em uracila durante a sintese da fita negativa de cDNA (Conticello
et al., 2005)(Holmes et al., 2007)(Miyagi et al. 2007)(Bishop et al., 2008). Essas alteracdes
levam a degrada¢do do DNA viral, com a transicdo de guanosina para adenosina na
sequéncias provirais (conhecido como hipermutacdo G para A). APOBEC 3G tem como alvo
preferencial dinucleotideos GG, mudando TGG (W) para TAA (stop codon ou codigo de
parada)(Esnault et al., 2005)(Jern et al., 2007).

Vif funciona como um adaptador entre o complexo cullin 5 E3 ubiquitina ligase e
APOBEC 3G, levando a sua poliubiquitinagdo e posterior degrada¢do proteassomal,
prevenindo o empacotamento de A3G nos virions nascentes (Kirchhoff et al., 2010). Em
seguida, serdo feitas algumas andlises mais detalhadas sobre: (i) APOBEC3G e APOBEC3F;
(i1) processo de degradagao proteassomal de A3G e A3F; (iii) ligagdo entre Vif e APOBEC3;

e (iv) algumas fungdes desempenhadas por Vif.

1.9.1. Proteinas APOBEC3G e APOBEC3F

A familia APOBEC (apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide) ¢ formada por
citidinas deaminases que compdem um grande grupo de proteinas com o motivo conservado
H-X-E-(X)27-28-P-C-X2-4-C, capaz de converter citosina em uracila no RNA ou DNA.
Esse dominio funcional esta localizado na por¢do N-terminal de APOBEC. O processo de
conversdao de citosina em uracila pode ser resumido da seguinte forma: os residuos de
histidina e cisteina se ligam a um ion zinco, e na presenca de agua o residuo glutamato
promove o transporte de protons que culmina na liberagdo de um grupo amina na posigao C4
da citosina, convertendo-a uracila (Niewiadomska et al., 2009). Nos humanos, os genes da
subfamilia APOBEC3 estdo codificados em fandem no cromossomo 22 (Jarmuz et al.,
2002). Uma das fungdes atribuidas aos diversos membros da familia APOBEC3 na célula ¢
sua capacidade de inibir diversos retroelementos endégenos, assim como diversos retrovirus.

A3G (apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide 3G) foi a primeira enzima desta
familia, que se descobriu capaz de inibir o HIV-1 e a que possui maior efeito anti-viral.

Depois da A3G, a A3F (apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide 3F) é o segundo
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membro desta familia mais eficiente na supressdo de infeccdes de HIV-1(Avif)(Yu et al.,

2004a).

1.9.2. Processo de degradacgao proteassomal de A3G e A3F

As proteinas APOBEC3 sao importantes armas celulares no combate de retrovirus
como o HIV-1. Entretanto, os lentivirus SIV e HIV codificam a proteina viral Vif, que pode
induzir a poliubiquitinacdo e degradacdo de multiplas moléculas APOBEC3 (Yu et al.,
2003)(Mehle et al., 2004)(Stopak et al., 2003)(Marin et al., 2003)(Conticello et al.,
2003)(Sheehy et al., 2003)(Liu et al., 2004)(Liu et al., 2005).

A proteina Vif forma um complexo contendo as proteinas (Figura 1.8), Cul3,
EloginB, EloginC, e Rbxl, denominado E3 ubiquitina ligase (Figura 1.9.2)(Yu et al.,
2003)(Mehle et al., 2004)(Liu et al., 2005)(Yu et al., 2004b)(Luo et al., 2005) Kobayashi et
al., 2005).

ubiquitination

0
()

Cullin 5 T
-

indin Proteasomal
- degradation
wLullins of APOBEC3G

Figura 1.9.2. Complexo de degradacio proteassomal de A3G e A3F. Vif se liga a EloginC por
meio do dominio especifico BC-Box. EloginC interage também com EloginB. O complexo formado por Vif-
ElonginC-ElonginB se liga a Cullin5, formando o complexo Cul5-EloB/C-Vif E3 ligase. Cul5 se liga a Rbx que
recruta a enzima conjugadora E2 ubiquitina. A enzima E1 ativa a ubiquitina, que ¢é transientemente transferida
para E2, e em seguida passa para a molécula alvo APOBEC3. A poliubiquitinagdo de APOBEC3, resulta em

sua degradacdo pelo proteossoma 26S.
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Esse complexo (E3 ubiquitina ligase) ¢ crucial para a regulagdo de procesos
celulares, como mitose e o ciclo celular, por meio da degradacdo de determinadas proteinas
(Pickart, 2004). Um grupo de proteinas que compdem o complexo E3 ubiquitina ligase, mais
especificamente as proteinas cullin, sdo as responsaveis por intermediar a especificidade na
degradacdo das proteinas. As proteinas cullin formam um arcabougo, onde as demais
proteinas constituintes do complexo poderdo se ligar e conduzir o substrato para a enzima
conjugadora E2 ubiquitina. A proteina cullin que se liga a Vif, é Cul5, comumente associada
as moléculas adaptadoras ElonginC e ElonginB. ElonginC reconhece substratos que
contenham a regido BC-box. O motivo SLQXLA em Vif ¢ altamente conservado em
proteinas Vif lentivirais, e forma um motivo virus especifico chamado BC-box, que participa
da ligagdo com EloginC, que por sua vez se liga a EloginB, que interage com Cul5.

Vif se liga a Cul5, em dois sitios altamente conservados, o motivo Hx5Cx17-18Cx3-
SH (Luo et al., 2005)(Xiao et al., 2007)(Mehle et al., 2006) e LPx4L que se encontra
downstream (Stanley et al., 2008). O primeiro motivo ¢ responsavel pela ligagdo do zinco,
responsdvel por estabilizar a molécula, e o segundo ¢ uma interface hidrofobica altamente
conservada responsavel pela selecdo feita por Cul5. Apds o complexo E3 ubiquitina ligase
interagir com A3G e encaminhd-la para a proximidade da enzima conjugadora E2-ubiquitina,
induz a poliubiquitinacdo da deaminase, uma modificagdo pos-traducional, que marca a
proteina para degradacdo pelo proteossoma 26S.

Além desta funcdo, existem também evidéncias que Vif pode ajudar a suprimir a
traducdo do mRNA da A3G, sendo que este efeito combinado com a aceleragdo da
degradacdo proteossomal resultam na deple¢do eficiente dos niveis intracelulares da
desaminase contrapondo a sua atividade anti-viral.

Fungdes adicionais tem sido atribuidas a Vif, como prevenir a encapsidagdo de A3G
nos virions de uma forma independente da degradagdo, como a exclusdo fisica da A3G dos
locais de formagdo das particulas virais, ou inibicdo da encapsidacdo da deaminase por
competicao da ligagdo com componentes virais como o nucleocapsideo da poliproteina Gag

ou 0 RNA viral.
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1.9.3. Ligacao entre Vif e APOBEC3

Vif possui diversos elementos estruturais que permitem a interagdo com varias
moléculas. Além dos elementos estruturais de Vif, necessarios para a interagdo com as
proteinas APOBEC3 (Figura 1.9.3), existem também alguns dominios nas deaminases,

importantes para a interagdo com Vif.

APOBEC3G
1 1117 2244 52-72 74-79 108-139 144-158 159-173 192
I [TT T BTT Jw
F1 G F-G Box F2 HCCH Zn SLQxLA Cullin
Box Box Box binding motif BC-box Box
motif
C Terminal
APOBEC3F

N Terminal

[ (

Figura 1.9.3. Ligacdo entre Vif e APOBEC3. Varios dominios para a interagdo entre Vif e
APOBEC3. Além do mapeamento de dominios de ligacdo a outras proteinas. A3F e A3G possuem diferentes

regides de interagdo em Vif.

A por¢do N-terminal da citidina deaminase A3G ¢ a regido que interage com Vif
(Conticello et al., 2003). Enquanto em A3F, a por¢do C-terminal ¢ suficiente para interagdo e
degrada¢dao por Vif (Zhang et al., 2008). Uma regido presente em Vif de HIV-1,
compreendendo os aminoacidos entre 22 e 44, mostrou-se importante para supressdo de
A3G, mas ndo para A3F (Tian et al., 2006)(Simon et al., 2005)(Schrofelbauer et al.
2006)(Russell et al., 2007)(He et al., 2008). No entanto, outra regido entre os aminoacidos
52 e 72 foi caracterizada como importante na supressdo de ambas as deaminases (A3G e

A3F)(He et al., 2008)
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Virias regides de Vif determinam a especificidade de ligag¢do a diversas APOBEC3 e
outras proteinas celulares. Assim, as proteinas Vif de virus de diferentes espécies podem
exercer seletividade espécie-especifica dentre as proteinas que elas degradam. Desta forma,
Vif de HIV-1 s6 ¢ capaz de inibir A3G humana, e o Gnico aminoacido que determina essa
especificidade € o aspartato na posi¢ao 128 em A3G. Vif de SIVagm, que também ¢ incapaz
de inibir a A3G humana ou de macaco (Rhesus).

Uma substitui¢do na posi¢do 128 pelo residuo equivalente em Agm (Afican Green
Monkeys)(D128K) foi suficiente para reverter a especificidade das proteinas Vif do HIV-1 e
SIVagm, para a liga¢do e degradacdo dos seus respectivos A3G humano e Agm. (Bogerd et
al., 2004)(Schrofelbauer et al., 2004)(Mangeat et al., 2004)(Xu et al., 2004).

A Fosforilagdo das proteinas Vif e A3G também possuem importante papel na
modula¢do dessas interagdes. Vif pode ser fosforilado em diferentes serinas e treoninas: T96,
S144, e T188 (Yang et al., 1998)(Yang et al., 1996). Mutacdes nesses residuos conservados
ndo afetam a ligacdo entre Vif e A3G, ou mesmo a degradacdo de A3G (Mehle ef al., 2004).
Entretanto, mutag¢des que previnem a fosforilagdo da serina na posicdo S144 na regido BC-
box de Vif diminuem a fungdo de Vif, por inibir sua interacdo com ElonginC, dificultando o
processo de degradagdo proteassomal. Um estudo recente propds que A3G também pode ser
fosforilada (Shirakawa et al., 2008). Shirakawa e colaboradores demonstraram a capacidade
da proteina Kinase A (PKA) de se ligar e fosforilar A3G na posicdo 32 (treonina). A
fosforilacdo da treonina nessa posi¢do parece reduzir a interacdo entre Vif e A3G, além de
reduzir os niveis de degradagdo e ubiquitinagdo de A3G.

Estudos de modelos em computador e de mutagénese, também foram usados para
estudar a interagdo de dois aminodcidos presentes em A3G (T32 e R24), considerados
importantes para ligacdo e posterior degradacdo por Vif. Portanto, a fosforilagdo pode ser
outro mecanismo pelo qual a interagdo entre Vif, A3G e a maquinaria de degradacdo

proteassomal podem ser regulados (Niewiadomska et al., 2009)

1.9.4. Outras funcdes de Vif e interacdo com proteinas celulares
Além dos efeitos antivirais de Vif por meio da degradagdo das proteinas APOBEC3,
varios outros estudos descrevem Vif como um indutor de atraso no ciclo celular (Sakai et al.,

2006)(Wang et al., 2007)(Dehart et al., 2007).
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A proteina viral Vpr € o principal responsdvel por provocar a interupgao do ciclo
celular na fase G2, observada em células T CD4+(He et al., 1995)(Jowett et al.,
1995)(Stewart et al., 1997). Inesperadamente, porém, estudos em células infectadas pelo
HIV-1, na auséncia de Vpr, apresentaram um acumulo de células em G2. Através de
experimentos na presenca € na auséncia de Vif, foi possivel confirmar que esse fendmeno ¢
dependente de Vif (Sakai et al., 2006). Vif faz uso da mesma maquinaria utilizada na
degrada¢ao de APOBEC3, para provocar o atraso do ciclo celular. No entanto o substrato
celular responsavel pelo atraso de células em G2, degradado por meio da maquinaria
formada por Cul5 E3 ligase, ainda ndo foi identificado. (DeHart et al., 2008).

Vif se liga a diversas proteinas celulares. Ku70 ¢ uma delas e esta envolvida no
mecanismo de reparo de quebra da fita dupla de DNA, constituindo-se em um dos
componentes do complexo de pré-integracao viral do HIV-1 (Li et al., 2001).

O fator nuclear SP140, também interage com Vif (Madani et al., 2002). SP140 ¢
expresso em células ndo permissivas. A expressdo de Vif nessas células causa um efeito de
espalhamento nas manchas ou locais de concentragdo dessa proteina nuclear, ou a sua
reten¢do no citoplasma (Madani et al., 2002). Estas manchas sd@o conhecidas como corpos
PML e estdo relacionados a algumas fung¢des na transcri¢ao, reparo de DNA, defesa viral,
stress celular, regulacdo do ciclo celular, protedlise e apoptose (Bernardi et al., 2007).
Ciclofilina A e a tirosina quinase Hck, sdo outras proteinas da célula que interagem com Vif

(Hassaine et al., 2001)(Billich et al., 1995).
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2.1. Relevancia da Pesquisa

A infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1) caracteriza-se por uma
imunossupressdo progressiva e aumento da infectividade e replicagdo viral. Apesar dos exatos
mecanismos moleculares envolvidos nos mecanismos patogénicos envolvidos ndo terem sido
completamente elucidados, diversos fatores genéticos do hospedeiro e do virus foram descritos.
Dentre os fatores virais, encontram-se a presenca de alteracdes em dominios protéicos em regides
biologicamente ativas de varias proteinas virais acessorias como Tat, Nef, Vif e Vpr (Azad et al.,
2000)(Roshal et al., 2001)(Sakai et al. 2006). A proteina Vpr, foi caracterizada como um
importante regulador de apoptose (Le Rouzic ef al., 2005) e existem fortes evidencias de que ela
esteja envolvida na sobrevida viral e progressio a AIDS (Connor, Chen et al. 1995)
(Somasundaran ef al., 2002)(Lum ef al., 2003). J& a proteina viral Vif, tem como principal funcao
inibir um grupo de proteinas celulares (APOBEC3), responsaveis por combater o virus. Além
disso, Vif foi descrita como capaz de produzir um atraso no ciclo da célula (Dehart et al., 2008)

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar as
sequéncias dos genes virais acessorios vif e vpr presentes em dois diferentes momentos de

infec¢cdo em individuos HIV-1 positivos.

2.2. Objetivo Geral

Caracterizar as sequéncias dos genes virais vif e vpr presentes em dois diferentes

momentos de infec¢do em individuos HIV-1 positivos.

2.3. Objetivos Especificos
* Amplificar, clonar e sequenciar os alelos de vif e vpr.
* Identificar possiveis alteragdes na sequéncia dos alelos de ambos os genes e
correlaciond-las com marcadores clinicos de progressao a doenga.
* Realizar andlises filogenéticas das sequéncias dos alelos dos genes vif e vpr.
* Determinar o impacto das alteragdes detectadas na estrutura terciaria de ambas as

proteinas.
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3.1. Material de Estudo

Foram utilizadas amostras de células mononucleares de sangue periférico (PBMC),
pertencentes a um grupo de 10 pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV-1)(Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Dados laboratoriais de amostras de 10 pacientes em dois estagios da infecgdo pelo HIV-1 pertencentes ao

banco de sangue Osher Center for Integrative Medicine/UCSF — UCSF, Positive Health Program, Sao

Francisco/California, EUA. Em negrito se encontram os pacientes cujas sequéncias foram analisadas.

Cadigo Data da Coleta LT-CD4" T-CDS8" Carga Viral
(Estagios inicial(E)  (cel. /mm’)  (cel./mm’) (n°coépias/ml)
¢ tardio(L))

539 — AS00 14021 29/11/2000 E1 690 989 67409

27/03/2006 L1 441 1113 eeeeeeee

721 — AS02 07524 08/04/2002 E2 700 960 6047

17/07/2003 L2 240 600 24877
774 — AS02 17297 14/08/2002 E3 688 544 108094
27/01/2006 L3 336 848 17501
842 — AS03 10532 22/05/2003 E4 595 595 39600
08/08/2005 L4 359 635 39147
892 — AS03 19989 27/10/2003 E5 924 1204 32992
14/02/2005 L5 530 1325 81628
1324 — AS04 03363 18/02/2004 E6 884 1014 258
05/04/2007 L6 528 1488 9040
1415 — AS05 00875 14/01/2005 E7 618 948 6634
26/04/2006 L7 323 1140 17698
1442 — AS05 07846 03/06/2005 E8 1156 2482 2820
22/02/2007 L8 832 2016 944
1450 — AS05 09350 07/07/2005 E9 796 640 22544
12/04/2007 L9 192 708 81710
1475 — AS05 15033 25/10/2005 E10 570 1266 130029
13/02/2007 L10 266 854 19602

Os pacientes ndo foram submetidos a terapia anti-retroviral e monitorados durante o
periodo de 2000 a 2007, no Osher Center for Integrative Medicine/UCSF — UCSF Positive Health
Program, San Fransisco, Califoérnia, EUA. O material foi gentilmente cedido pelo Dr. Frederick

Hecht, da Universidade de San Francisco-UCSF, EUA, como parte de um projeto colaborativo
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entre o Laboratorio de Virologia Molecular da UnB e o laboratério do Dr. Frederick Hecht. A
coleta do sangue foi aprovada pelo Comité de Etica em pesquisa com seres humanos do

UCSF/Osher Center for Integrative Medicine.

As amostras de cada paciente foram identificadas como inicial (early [E]) ou tardia (late
[L]), de acordo com a data em que as coletas de sangue foram efetuadas. Cada individuo recebeu

uma numeragao de 1 até 10 no intuito de facilitar sua identicagdo (Tabela 3.1).

3.2. Extracio de DNA genémico

O DNA gendmico de células mononucleares de sangue periférico, correspondentes aos
10 pacientes em dois diferentes periodos (E e L) foram extraidos segundo o protocolo
descrito em (Sambrook et al., 2001). Inicialmente, 2 ml de meio de congelamento
RPMI/DMSO contendo aproximadamente 10° células foram centrifugados a 1500 rpm por 8
minutos. O pellet formado foi ressuspendido em 30 ul de proteinase K (concentragao final de
66 ul/ml).

Em seguida foi adicionado 470 ul de tampao de lise de leucocitos (SLGB)(Tris-Cl 10
mM pH 6,0; EDTA 10 mM pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%), com uma posterior incubagdo
de trés horas a 55°C. Apds esse periodo de incubagdo, foi realizada a adi¢do de 500 ul de
solu¢do de clorofane (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico - 24:25:1 — fenol equilibrado)
seguido de inversdo e centrifugagdo a 8000 rpm por 5 minutos a 4°C. Posteriormente, foi
transferida apenas a fase aquosa (onde se encontra o DNA) para um novo tubo tipo
eppendorf de 2 ml. Foi feita entdo a adicdo de 500 ul de clorofil (cloroférmio:élcool
isoamilico — 24:1).

Foram repetidos os passos de inversdo para misturar os componentes, € as amostras
foram centrifugadas nas mesmas condi¢des anteriormente descritas: 8000 rpm por 5 minutos
a 4°C. Novamente a fase aquosa foi transferida para um tubo eppendorf de 2 ml, onde foi
adicionado 250 ul de solucdo de precipitagao de proteinas (SPP)(Acetato de Amonio 7,5 M).

Apds homogeneizar por inversdo e incubar em banho-maria a 55° C por 15 minutos, a
mistura foi centrifugada a 8000 rpm por 10 minutos a 4°C. Todo o sobrenadante foi
transferido para um novo tubo eppendorf de 2,0 ml. Na etapa de precipitagdo do DNA,

acrescentou-se 750 ul de alcool isopropilico absoluto previamente resfriado. O tubo ficou
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por 30 minutos no freezer a -80°C, depois da homogeneizagdo por inversdo. O conteudo foi
centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4°C.

Em seguida o sobrenadante foi desprezado e o pellet contendo o DNA foi lavado (sem
ressuspender) com 750 ul de etanol 70% resfriado. Depois de repetir as condigdes anteriores
de centrifugagéo (10000 rpm por 15 minutos a 4°C), o alcool foi desprezado por inversdo sob
papel absorvente. O DNA foi entdo ressuspendido em 100 ul de 4gua deionizada (mili Q) e
parte foi armazenada em uma aliquota para uso (na geladeira a 4°C) e uma aliquota para

estoque (-20°C no freezer).

3.3. Quantifica¢do das amostras de DNA

As amostras de DNA genomico e as amplificadas por PCR foram quantificadas por
meio de dois métodos: (i) eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), utilizando-se um
marcador de peso molecular de 100ng/ul (Invitrogen Corporation); e (ii) espectrofotometria,
para determinar o grau de pureza, o qual foi avaliado numa absorbancia que compreende os
comprimentos de ondas de 260nm a 280nm.

Ambas as amostras foram quantificadas no aparelho NanoDrop 3300
Fluorospectrometer (Thermo Scientific). Para a utilizacdo desse aparelho, ¢ necessario 1,5 ul
de DNA, que no caso do DNA gendmico foi diluido seguindo as dilui¢des seriadas 1:10,
1:100 e 1:1000 para obten¢ao do melhor resultado. O sistema ¢ capaz de cobrir uma ampla
faixa de comprimento de onda. A gota de DNA, contendo 1,5ul, ¢ depositada no pequeno
orificio do aparelho para captagdo do material, que realiza anélise e apresenta, por meio de
um programa de computador (Nanodrop ND-3300 2.6.0), todos os resultados referentes ao
DNA analisado, como a quantificagdo em ng/ul e a pureza por meio dos parametros acima

citados.

3.4. Reacio de Polimerizacido em Cadeia (PCR)

Com objetivo de garantir que o pool dos alelos de vpr e vif amplificados sejam
representativos do pool presente em cada momento da infec¢do, foram tomados os seguintes
cuidados: (i) o DNA genomico de células de sangue periférico foi extraido sem passagem
prévia das células mononucleares, por qualquer tipo de cultura in vitro; (ii) foi utilizada uma

alta quantidade de DNA gendmico, 750 ng a 1 pg, o que garantiu a presenga de
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aproximadamente uma média de 130 integragdes de DNA proviral por amostra (Connor,

Chen et al. 1995).

Por outro lado, para diminuir a possibilidade de amplificacdo inespecifica, o pool de
alelos de vpr presentes nos estagios iniciais e finais da infec¢ao foi amplificado por meio de da

técnica de nested PCR (Figura 3.1).

PolZ (4899)
1921 2086 8424 9168
1 o 1186 1679 2134 wre| wer
IS' LTR | lpr/ p24 Nr‘i l
64 An oy 2292 ol1 (4748) 1 so0 w0
gag—~- Pl aare won
7 8e5 3
2065 253 50 =|ro e
l prot ps1 AT f,"‘: : gndt ]
pol anv g
’ t + * T . y
1000 2000 3000 4000 8000 8000

Vpr2 (5996)

Figura 3.1. Estrategia de amplificacdo de alelos de vpr e vif. A regido contendo ambos os genes foi
amplificada utilizando os iniciadores Poll (4748) e 114 (6416)(setas vermelhas) e os iniciadores Pol2
(4899) e 113 (6356)(setas azuis), por meio de da técnica de nested PCR, descrita anteriormente. A seta
preta corresponde ao iniciador Vpr2 (5996), usado posteriormente no sequenciamento das amostras

(adaptado de Los Alamos)

A primeira reagdo de PCR foi realizada nas seguintes condigdes: 1X Pfx Amplification
Buffer, 1 mM de MgSOy4; 0,3 mM de cada deoxinucleotideo trifosfato; 0,3 uM de cada primer e
uma unidade (0,4ul) de Platinum® Pfx DNA Polymerase (Invitrogen). Vale ressaltar que se
trata de uma DNA polimerase recombinante e altamente processiva, com atividade exonuclease
de proofereading 3°- 5°. Além disso, essa enzima ¢ do tipo hot start o que aumenta sua
especificidade e sensibilidade.

Ap6s a primeira reacdo de PCR, foi realizada a segunda reagdo de nested PCR, nas
mesmas condigdes e utilizando-se 1 ul da primeira reacdo de PCR. Os iniciadores utilizados,
assim como as regides nas quais eles anelam em relacio ao DNA do isolado HXB2, e o
programa de PCR utilizados encontram-se descritos a seguir. Os iniciadores foram testados em
uma reagdo de PCR separada, utilizando como DNA template ou molde o plamideo
pBRNL4.3, que contém os genes Vif e Vpr, presentes no estudo. Em todas as reacdes, foi

usado um controle negativo, no qual, no lugar do DNA, foi utilizada 4gua deionizada (mili-Q).
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Os oligonucleotideos usados para amplificagao dos alelos de vif e vpr foram:

Poll (4748): 5° - GACAGCAGTACAAATGGCAGTATTC - 3 b
1669
114 (6416): 5> — GTACCTCTGTATCATATGCTTTAGCAT -3 } P

Pol2 (4899): 5° - CGGGTTTATTACAGGGACAGCAG - 3’ } 1485 pb
113 (6356): 5’ - CACAAAATAGAGTGGTGGTTGCTTCCT - 3’

O programa de PCR usado para amplificag@o dos alelos de vif e vpr foi:

94°C - 5 min; (94°C - 45 seg; 59°C - 1 min; 68°C - 2 min) x 32; 68°C — 10 min ; 4°C - o

3.5. Clonagem

As etapas de clonagem e sequenciamento foram realizadas no Departamento de
Patologia, da Divisao de Imunologia e Microbiologia da Universidade de Utah/Estados
Unidos, durante estdgio de seis meses (setembro de 2010 a marco de 2011), numa
colaboragdo com o Laboratorio de Virologia Molecular da UnB.

Antes da clonagem, os produtos de PCR foram purificados apartir do gel de agarose
1%, utilizando o kit de extracdo de banda QlAquick Gel Extraction Kit-QIAGEN. Os
fragmentos amplificados, com aproximadamente 1485 pb, foram clonados no vetor pCR"II-
Blunt-TOPO® (Invitrogen) de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Apos a amplificagdo dos diferentes produtos de PCR, 4ul de cada rea¢do foram usados
para a ligacdo no vetor. Posteriormente, 5 ul do volume de ligagdo foram usados para
transformar 50ul de bactérias One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen),
conforme descrito no kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen). Brevemente,
apods incubacdo no gelo por 30 min, a reagdo de transformacao foi submetida a um choque
térmico por 30 segundos a 42°C, seguido de incubagdo a 0°C por 1 min. Posteriormente, as
bactérias transformadas foram ressuspensas em 500 ul de meio LB e incubadas a 37°C por
1h sob agitacdo a 225 rpm. Finalmente, cerca de 100ul de meio LB, contendo as bactérias
transformadas com os clones recombinantes, foram plaqueadas em meio LB-agar (1,5% de
agar bacteriologico, suplementado com 100 ug/ml de ampicilina) e incubadas a 37°C durante

toda noite.
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3.6. Obtenc¢ao de DNA plasmidial e analise dos recombinantes

As colonias das bactérias contendo os vetores recombinantes foram recolhidas da placa
com o uso de palitos estéreis e incubadas em aproximadamente 5ml meio LB liquido,
suplementado com 100 ug/ml de ampicilina, a uma temperatura de 37°C durante toda noite.
Posteriormente, esses pré-inoculos foram centrifugados a 3000g por 6 min, descartando-se o
sobrenadante.

A miniprepara¢do de DNA plasmidial foi realizada seguindo o protocolo do kit Genejet
Plasmid Miniprep (Thermo Scientific). Selecionou-se 9 clones por placa, nos diferentes
periodos de cada paciente (E e L), totalizando 18 clones por individuo. Os clones
selecionados receberam uma numeracao de 1 até 9, por exemplo: paciente E9 clone 1 = E9.1.
Foi feita ainda uma minipreparacdo de DNA plasmidial contendo todos os demais clones, em
cada placa, representando o pool de sequéncias de cada paciente.

Ap6s extracdo do DNA plasmidial, a presenca do inserto foi confirmada por digestao

com a enzima de restri¢cdo Eco RI e por PCR usando os oligonucleotidos (pol2 / 113).

3.7. Sequenciamento

Os clones recombinantes identificados foram sequenciados em ambas as direcdes.
Foram utilizados os iniciadores Vpr2 (senso) e 113 (reverso), para o sequenciamento dos
genes virais vif e vpr. As reacdes de sequenciamento nucleotidico foram realizadas no DNA
Sequencing Core Facility, que faz parte do Health Science Center na Universidade de Utah -
EUA, utilizando-se o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems) e o polimero POP-7™ (Applied Biosystems),
para o equipamento ABI 3730x/ DNA Analyzer (Applied Biosystems).

3.8. Analise de Bioinformatica

Para confirmar a confiabilidade das sequéncias, foi utilizado o programa sequence
locator (Los Alamos, 2011), que localiza a amostra na sequéncia consenso de HXB?2.

Apos essa andlise, as sequéncias de maior qualidade foram selecionadas e enviadas
para o programa Gene Cutter (Los Alamos, 2011) para a obten¢do das sequéncias fasta de

nucleotideos e aminoacidos.
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Em seguida, as sequéncias foram alinhadas pelo progama Bioedit 7.0.9 (2007) por
meio do algoritmo ClustalW. Foram criados consensos com as sequéncias de cada paciente e
cada estdgio das duas proteinas estudadas (Figuras 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9). A partir desses
consensos, foi gerado ainda um consenso geral para o estagio inicial e um consenso para o
estagio tardio. Nas sequéncias consenso estdo presentes apenas os aminoacidos que
aparecem em numero igual ou superior a 50 % das sequéncias. Outro alinhamento foi
realizado reunindo todas as alteragdes encontradas nas sequéncias de cada paciente e estagio
independentemente da frequéncia (Figuras 8.1, 8.2, 8.3 e 8.4). A sequéncia utilizada como
padrdo ou consenso para a comparacdo nos alinhamentos com as sequéncias obtidas, foi a
sequéncia consenso do subtipo B das proteinas Vif e Vpr, obtida no site Los Alamos (Los
Alamos, 2011).

Para a geracdo das tabelas 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, foi escrito um script de linguagem Perl.
A entrada desse script ¢ constituida por sequéncias fasta de aminoacidos dos seguintes
pacientes: E2, E3, E5, E6, E7, E8, E9, L2, L8, L9 e L10, e a saida ¢ a contagem das
mutagdes por posi¢do em relacdo a sequéncia consenso. Para a andlise filogenética, foi usado
o algoritmo Maximum likelihood (maxima verossimilhang¢a) no programa Mega 5 (2011).

Os modelos das estruturas tercidrias foram gerados com o programa SWISS MODEL
do banco de dados SWISSPROT (2011). As estruturas utilizadas como base na geragao dos
modelos computacionais, foram obtidas no site RSCB PDB (PROTEIN DATA BANK) (PDB,
2011). Os modelos gerados foram validados e analisados em relagdo a sua qualidade
estereoquimica pelos sofiwares VADAR versao 1.8 (Willard et al., 2003) e MolProbity
versdo 3.19 (Davis et al., 2007), que através de graficos de Ramachandran (Ramachandran
Plot) examina os aminoacidos em relagdo as regides energeticamente favoraveis. O
Ramachandran Plot mostra os angulos de torsdo phi-psi (eixo x — phi e eixo y — psi) para
todos os residuos da estrutura. Os residuos de glicina sdo identificados separadamente por
tridangulos, pelo fato desses ndo serem restritos a regides do grafico (plot) adequados a outros
tipos de cadeia cadeia lateral. As diferentes cores e regides delimitadas nos graficos, podem
assim ser descritas: dreas mais escuras [regido em vermelho (VADAR) ou delimitadas por
linha azul clara (MolProbity)] correspodem ao core, regido que representa a combinacao
mais favordvel dos valores de phi-psi. As outras regides de combinag¢do phi-psi menos

favoraveis respectivamente nessa ordem sdo: Allowed (delimitada por azul escuro no grafico
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do MolProbity e regido amarela no grafico VADAR), Generous (area branca no MolProbity
e area verde do grafico do VADAR), Dissallowed (area branca no MolProbity e area cinza
do grafico do VADAR). Essas regides foram determinadas por meio da observagdo da
distribuicdo phi-psi para 121.870 residuos de aminoacidos de 463 proteinas com estrutura
conhecida. As duas regides mais favoraveis foram core e allowed. Poucos aminoacidos
foram encontrados nas regides Generous e Dissallowed. Portanto os residuos encontrados
nessas regides devem ser investigado mais detelhadamente. O ideal ¢ que 90% dos residuos
de aminodcidos de um modelo se encontrem na regido core (Morris et al., 1992). A
porcentagem de residuos na regido do core ¢ um dos melhores indicativos para a qualidade
estereoquimica do modelo. Finalmente, para a comparacdo da estrutura terciaria dos clones
com a estrutura do consenso do subtipo B, utilizou-se o algoritmo Smith-Waterman
superposition no programa Calculate Structure Alignment — Pairwise Structure Alignment

V.1.1 (PDB, 2011).

3.9. Modelo de regressao linear simples

Com objetivo de verificar a existéncia de uma possivel correlagdo entre as alteragdes
encontradas nas diferentes regides analisadas e os niveis de LT-CD4 presentes nos diferentes
estagios da infeccdo, foi realizado um grafico de regressdo. Primeiramente foi obtido um
score para cada paciente e estdgio, baseando-se na similaridade entre as mutagdes
apresentadas pela seqiiéncia consenso de cada paciente em cada estdgio, com as sequéncias
consenso correspondente aos estagios inicial e final da infec¢do. Dessa forma, para um dado
paciente e estagio, exemplo E2 inicial, a ocorréncia de alteracdes idénticas as presentes na
sequéncia consenso do estdgio inicial receberam um valor negativo, no entanto, aquelas
mutagdes idénticas as presentes na sequéncia consenso correspondente ao estdgio tardio
receberam um valor positivo, sendo que, os valores do score para cada paciente e cada
estagio, foram obtidos a partir da somatoria de ambos os valores.

Finalmente, a partir dos valores do escore e os correspondentes aos niveis de LT-CD4
para cada paciente e estagio, foi criado um grafico de regressdao usando-se o programa SPSS.
O modelo de regressao simples foi analisado quanto a quatro requisitos de qualidade: (I) O
coeficiente de correlacdo linear de Pearson (r), cujo o valor para indicar forte correlacdo deve

ser maior que 0,70. (IT) O coeficiente de determinagio (), que representa a porcentagem de
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explicagdo do modelo, ou seja quanto o modelo explica a influéncia do score sobre a
contagem de células CD4+ e a carga viral. (II) Teste de significancia do modelo (F). O
modelo ¢ considerado significativo quando o valor de Sig. ¢ menor que 0,05. (IV) Teste de
significancia do coeficiente de regressdo (t). O modelo ¢ considerado significativo se o valor

de Sig. for menor que 0,05.
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Capitulo 4. Resultados e Discussao
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No processo de infeccdo pelo HIV-1, os diferentes niveis de progressdo a AIDS
observados sdo determinados por uma complexa interagdo entre fatores genéticos do
hospedeiro e do proprio virus (Willey et al., 1992)(Weiss, 1993). Embora a maioria dos
individuos HIV-1 positivos desenvolvam a sindrome num periodo de 10 anos,
aproximadamente 5% permanecem assintomaticos, com niveis estdveis de LT CD4+ por
mais de uma década (Buchbinder et al., 1994).

O HIV-1 sofre constante influéncia do ambiente celular, tendo que enfrentar flutuagdes
da pressdio do sitema imune no tempo e no espago. Dentre os principais fatores do
hospedeiro, encontram-se os mecanismos de defesa, que tentam “eliminar” o virus para
evitar o estabelecimento de uma infeccao cronica.

As principais linhas de defesa estdo representadas pela acdo do sistema imune,
basicamente linfocitos T citotoxicos (LTc), anticorpos neutralizantes (imunidade
adaptativa)(Moore et al., 2002)(O'connor et al., 2002) e por fatores celulares, como por
exemplo as proteinas APOBEC (A3G e A3F), TRIM-5a e BST-2/CD317, que tem fungdo de
restringir a replicagdo viral (imunidade inata), alguns deles j& identificados, (Sheehy et al.,
2002)(Stremlau et al., 2004) e outros ainda por serem descobertos (Varthakavi ef al., 2003).
Finalmente, além de ter que ultrapassar todos estes obsticulos, freqiientemente o virus ¢é
submetido também a pressao exercida pelo coquetel anti-retroviral.

Estas forcas exercidas pelo hospedeiro impdem enorme pressdo seletiva que levam a
alteracdes no material genético e conseqlientemente ao fitness viral, o que finalmente define
a habilidade de um dado genotipo produzir progénie infecciosa em um determinado
microambiente.

Dessa forma, o estudo das mudancas genéticas e suas consequéncias bioldgicas, sdo
fundamentais ao entendimento da dinamica evolucionaria dos parametros de patogénese na
populagdo viral ao longo da infecc¢ao.

Usualmente, os niveis de replicagdo e infectividade sdo usados para medir o fitness
viral, desde que, estes permitam dimensionar a completa realizagdo do ciclo viral dentro da
célula hospedeira.

Diferentes isolados virais podem ser distinguidos pelo tropismo celular e efeitos
citopaticos (Albini et al., 1998). Dessa forma, estudos longitudinais com virus isolados

seqiiencialmente ao longo da infec¢do, mostraram claramente que particulas virais isoladas
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logo apods a infeccdo sdo predominantemente macréfago-tropico, ndo formam sincicios e se
replicam lentamente (Henriksson et al, 1998). No entanto, isolados linfotropicos, formadores
de sincicios e com elevada capacidade de se replicar, surgem em aproximadamente 50% dos
pacientes assintomadticos e estdo associados a rapido declinio das células T e progressao a
AIDS (Price et al., 1998). Estes estudos levaram a proposi¢do de duas principais hipoteses, a
primeira, que o surgimento das variantes mais infecciosas levaria o sistema imune a uma
disfuncao, e a segunda, que o surgimento das mesmas, seja uma conseqiiéncia da progressiva
deplecao do sistema imune.

Neste contexto, recentes estudos realizados por Kirchhoff e colaboradores (Arganaraz
et al., 2003)(Carl et al., 2001)(Kirchhoff et al., 1999)(Lama et al., 1999) mostraram
claramente a rela¢do direta entre o estado do sistema imune do hospedeiro e as mudangas
especificas no genoma viral, que se traduzem em importantes alteracdes nas propriedades
bioldgicas do virus. Estes estudos mostraram que mutacdes ocorridas ao longo da infecgao,
no gene que codifica a proteina acessoria Nef, levam a alteracdo de importantes funcdes para
o ciclo viral. Assim, a medida que a infec¢do progride, as particulas virais parecem perder a
capacidade de modular a expressdao da proteina CPH-I, e passam a ter maior capacidade
inibitoria da expressdo do receptor viral CD4. Finalmente, estes autores estabeleceram uma
relacdo causa-efeito, entre a maior capacidade moduladora de CD4, o aumento de
infectividade e replicacdo das particulas virais, caracteristicas estas, observadas em
populagdes virais presentes no estagio tardio da infec¢@o e relacionadas ao desenvolvimento
da AIDS. Outro trabalho revelou que altera¢des na sequéncia do promotor viral LTR (na
regido de TAR — transactivation response), poderiam aumentar a transcricdo de LTR, o que
contribuiria para o aumento do potencial replicativo dos virus em estagio tardio. Resultando
na aceleracdo da progressao da doenca (Hiebenthal-Millow et al., 2003)

Essas sdo algumas das evidéncias da clara relagdo entre alteracdes na sequéncia do
genoma viral, ao longo da infec¢do, com aumento ou diminui¢ao de determinada funcao das
proteinas virais. Baseado nesses dados, nosso grupo tem como hipdtese, a possivel existéncia
de um “relogio biologico”, encarregado de disparar em determinado momento do processo
infeccioso mudancas genéticas virais, que redundam em alteragdes fenotipicas cruciais a
viabilidade do virus no organismo, e fundamentalmente na sua propagacdo para um novo

hospedeiro.
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Considerando que as proteinas Vif e Vpr, possuem um critico papel na infectividade e
replicacdo viral, acreditamos que a caracterizagdo das sequéncias das mesmas em distintos
momentos da infec¢do, poderd proporcionar importante informacdo a respeito da relevancia

fisiologica destas proteinas virais na patogénese e evolucdo viral

4.1. Amplifica¢io e Sequenciamento
Dos dez pacientes em cada estdgio, oito foram amplificadas com sucesso, totalizando
dezesseis amostras (Figura 4.1 A). As amostras E1 e E4, apresentaram problemas, provavelmente

devido a degradag¢do do DNA, e ndo puderam ser amplificadas.

A) B)

IKb
E7 E8 E9 EIO ladler L2 L3 LS L6 L7 L8 L9 LI0 CN

Base Pairs DNA Mass
(ng)

E2 E3 E5 E6
=3 > -1517 45

-1,200 35

-1,000 95
- 900 27
- 800 24
- 700 21
-600 18

1485 pb — [[FIRERE SR
- 500/517 97
- 400 38

- 300 29
- 200 25

- 100 48

100 pb

Figura 4.1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo das amostras amplificadas. A) Foto do
gel de agarose 1 % contendo as oito amostras amplificadas por PCR (Polimerase chain reaction) nos dois diferentes
estagios de infecgdo, inicial (E) e tardio (L). Os primers utilizados foram Pol2F e 113R, gerando um fragmento de
1485 pb. CN corresponde ao controle negativo da reagdo de PCR. B) Um dos Marcadores moleculares de DNA
utilizados,/00 bp DNA Ladder (New England Biolabs), com o tamanho correspondente de cada banda e sua

respectiva massa em ng.

Apo6s a purificacdo dos produtos de PCR, o fragmento de 1485 pb, flanqueado pelos
oligonucleotideos pol 2 e 113 foi clonado conforme descrito anteriormente. Foram sequénciados
nove clones de cada paciente e estagio, num total de 240 clones e 480 reagdes, utilizando-se
primers senso (forward; pol2) e reverso (reverse; Vpr2). Posteriormente foram selecionadas as

sequéncias de melhor qualidade, com base na andlise dos esferogramas das sequéncias no
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programa Sequencher 4.9, totalizando 223 sequéncias senso e reverso. Por ultimo selecionou-se
dentre as sequéncias redundantes senso e reverso, aquelas de melhor qualidade, utilizando o
programa Sequencher 4.9. Obteve-se entdo 33 sequéncias vif estdgio inicial (E) e 24 sequéncias
vif estadgio tardio (L). No caso de vpr foram obtidas 34 sequéncias estdgio inicial (E) e 24

sequéncias no estagio tardio (L).

4.2. Caracterizaciio e frequéncia das alteracdes nas sequéncias dos alelos das proteinas
Vpr e Vif presentes em dois estagios da infeccao

As sequéncias de nucleotideos foram traduzidas nas sequéncias de aminoacidos com
o programa Gene Cutter (Los Alamos 2011) e os alinhamentos foram feitos com o programa
Bioedit 7.0.9 (Figuras 4.2 a 4.5). A frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de
aminoacidos das proteinas Vpr e Vif foram obtidas por script Perl, conforme descrito no

capitulo anterior (Tabelas 4.1 a 4.4).
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Tabela 4.1. Frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de aminoacidos da proteina Vpr no estagio inicial. Os pacientes E2 (vermelho), E8 (amarelo) e E9
(verde) aparecem destacados, pois suas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios (inicial e tardio). P/M na primeira coluna significa P - Paciente

e M - Mutagdo. As alteragdes sdo representadas da seguinte forma : primeiro o aminodacido da sequéncia consenso de referéncia, seguido da posicao no

qual a mudanga ocorreu e por Gltimo o aminoécido encontrado na posi¢do. Um "-" seguido pela posigao da sequéncia e por um aminoacido, representa

uma inser¢do, enquanto o simbolo do aminoacido seguido pelo nimero e por "-" representa uma dele¢do. Um asterisco representa um coédon de parada.

Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Inicial - Earl

P/M | MII | Q3R | PSL | G9R | RI2K | PI0S | YISH | YI5F | N16D | N16V | W18R | L20P | L22H | N28R | N28S | E29G | A30S | R36K | I37P
N | 1 1 1 1 1 2 1
E3 1
ES 5
E6 4
E7 5 5 5
E8 1 1 3 1 1 7 2
B9 8 1 8 2 7
Total 1 1 5 1 3 1 9 1 5 5 1 1 1 9 7 2 12 2 8
Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Inicial - Early
P/M | 137V | I37M | I37A | I37S | W38R | G4IN | H45Y [ YS0C | GS1E | W54- | ASST | ASSE | VS7A | E58Q | ES8K | ES8G | I60L | R62S | I63M | Q66R
H Bl 2 1 1 1 1 1 1
E3 1
ES 5 5 5 5
E6 4
E7 5 5 5 5
E8 1 1 1 7 1 1 1 1
B9 1 1 8 1 8
Total 2 6 1 1 1 7 17 1 6 6 9 1 1 1 1 1 14 5 5 1
Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Inicial - Early
P/M I70T | F72L | R73G | I74L | G75K [ G75R | C76Y | Q77R | I83V | T84V | R85P | Q86R | R87K | ABIT | -91R | N92D | G93R | S95G
N | 3 2 1 1 1 1 1
E3 1 1
ES 2 S 5 5
E6 4 4
E7 5 S 5 5 5
E8 1 1 1 2 6 1 1 7 1
B9 1 2 8 8 2 8 8 8
Total 1 1 2 1 6 2 2 27 7 9 17 5 8 13 9 9 6 9
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Tabela 4.2. Frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de aminoacidos da proteina Vpr no estagio tardio. Os pacientes L2 (vermelho), L8 (amarelo) e L9

(verde) aparecem destacados, pois suas sequéncias foram estudadas em ambos os estdgios (inicial ¢ tardio). P/M na primeira coluna significa P - Paciente

¢ M - Mutagdo. As alteragdes sdo representadas da seguinte forma : primeiro o aminodacido da sequéncia consenso de referéncia, seguido da posi¢dao no
qual a mudanca ocorreu e por Gltimo o aminodcido encontrado na posi¢dao. Um "-"

seguido pela posigao da sequéncia ¢ por um aminoécido, representa
uma insergdo, enquanto o simbolo do aminoécido seguido pelo nimero e por "-"

representa uma delegdo. Um asterisco representa um codon de parada.
Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Tardio - Late
P/M Q3R A4T D7G GI9R RI2K | YI5H Y15F E17G T19A L20P L201 N28R | N28S A30S F34L R36K
- 2 2 2 1 1 1 1
L8 2 1 2 2 5 2
L9 1 1 9 9 1
L10 3
Total 2 1 1 2 1 11 2 1 1 1 2 9 5 6 1 2
Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Tardio - Late
P/M 137P 137V L39F H40Q | G4IN | G43R | Q44L | H45Y 146T G51K | W54% | ASST | ASSE ES8Q 160L 170T
- 2 3 1 1 1 2 2 2 2
L8 5 1 2 1 5 1 1
L9 9 1 1 9 9 1
L10 3
Total 11 8 1 2 ) 1 1 6 1 1 1 11 2 2 11 1
Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vpr — Estagio Tardio - Late
P/M F72L G75R | G75W | C76R | Q77R | R80K 183V T84V R85P Q86R | AS89T -91R N92D | G93R | S95G
- 1 2 2 1 3 2 2 2
L8 2 7 1 2 5 5 1
L9 2 1 7 9 2 9 9 9
L10 3 3
Total 2 2 1 1 19 1 5 11 6 2 8 11 11 1 11
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Tabela 4.3. Frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de aminoacidos da proteina Vif no estagio inicial. Os pacientes E2 (vermelho), E8 (amarelo) e E9

(verde) aparecem destacados, pois suas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios (inicial e tardio). P/M na primeira coluna significa P - Paciente
¢ M - Mutagdo. As alteragdes sdo representadas da seguinte forma : primeiro o amindacido da sequéncia consenso de referéncia, seguido da posi¢ao no
qual a mudanga ocorreu ¢ por Gltimo o aminoacido encontrado na posigao. Um "-" seguido pela posi¢do da sequéncia e por um aminoécido, representa
uma insergio, enquanto o simbolo do aminoacido seguido pelo numero e por "-" representa uma delegdo. Um asterisco representa um coédon de parada.

Alteracdes nas sequéncia de aminoacidos de Vif — Estagio Inicial - Early
P/M R4K Q6% MSI MSL | RI9N [ RI9N | T20A | W2Ix | K22R | S23R | K26E | H27Y | Y30H | 131V | R33K | G37D | G37K | W38L | W38x
- 3 1 2 1 2 2 2 1 1
E3 1 1 1
E5 5 5 5 5
E6 3 3 3
E7 5 5 5 5
E8 7 1 1 7
H 1 1 1 8 1 8 8 8 8 1
Total 1 1 1 12 8 12 1 1 5 8 1 14 15 12 27 6 9 1 1
Alteragdes nas sequéncia de aminodcidos de Vif — Estdgio Inicial - Early
P/M | F39V | F39S | Y40D | R41K | Y44D | E45Q | T47P | H48N | H48R | R50K | ISIT | V55A | H56R | G60OR | D6IE | A62G | R63K | R63T | R63E | V651
. 1 1 1 1 4 2 1 3 1 1
E3 1 1 1
ES 5 5 5 5
E6 3 3 3
E7 5 5
E8 7 1
B 8 1 1 8 8 1 1 8 8
Total 9 1 1 1 1 9 17 16 5 6 1 1 1 1 5 5 15 1 5 9
Altera¢des nas sequéncia de aminoacidos de Vif — Estagio Inicial - Early
P/M Y69H T671 W70« | D78E D78G G82S 187V A89T K92R K92E S95N V98I | DI0IG | DIOIN [ QI05H | Q105 | L109T | Y110H
. 1 1 2 5 1 2
E3 1
ES 5 5 5 5
E6 3
E7 5 7 5 5 5 5
E8 1 3 7 1 6 7 7 7 1
m 1 1 8 8 8
Total 2 5 3 12 1 1 9 7 16 9 12 12 10 17 10 1 1 6
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Tabela 4.3. Frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de aminoécidos da proteina Vif no estagio inicial. Os pacientes E2 (vermelho), E8 (amarelo) e E9

(verde) aparecem destacados, pois suas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios (inicial e tardio). P/M na primeira coluna significa P - Paciente
e M - Mutagdo. As alteragdes sdo representadas da seguinte forma : primeiro o amindacido da sequéncia consenso de referéncia, seguido da posi¢do no
qual a mudanga ocorreu € por ultimo o aminoécido encontrado na posi¢dao. Um "-" seguido pela posigdo da sequéncia e por um aminodcido, representa
uma inser¢do, enquanto o simbolo do aminoacido seguido pelo niimero e por "-" representa uma delegao. Um asterisco representa um codon de parada.

Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vif — Estagio Inicial - Early
P/M S116T | S118P | 1120V | N122K | A123T | 1124L | L125V | HI27R | H127C | 1128L | I128R | I1128K | V129G | S130R | R132S | E134K | Q136H | G138R
. 2 1 2 2 1 1 1
E3 1 1
ES 5 5 5 5 5
E6 3 3
E7 ) 5 5 5
E8 1 7 7 7 7
m 1 1 1 7 1 6 1 7 1
Total 1 1 1 S 7 9 5 23 1 5 8 1 12 12 25 1 1 1
Alteragdes nas sequéncia de aminoécidos de Vif — Estagio Inicial - Early
P/M N140S | GI43R | S144F | AISIT | I154T | 1154V | TI55K | KI58Q | KI158R | I159T | I159R | T167R | T167A | K168T | W174% | KI176E | Q178K | Q178R
1 1 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1
1 1 1
5 5 5 5 5
3 3 3
5 5 5
3 6 7 1
1 1 1 7 i 8
Total 1 3 1 16 1 1 7 7 13 13 13 6 5 9 | 1 5 6
Alteragdes nas sequéncia de aminoécidos de Vif — Estagio Inicial - Early
1\-?_ K179R K179 G185R S186N T188S MI89L NI190R N190S -193L -193Q
1 1 1
E3
E5 5
E6
E7 5 D
E8 3 1 6 1
E9 8 1
Total 9 5 3 1 1 5 1 11 1 1
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Tabela 4.4. Frequéncia das alteragdes presentes nas sequéncias de aminoacidos da proteina Vif no estagio tardio. Os pacientes L2 (vermelho), L8 (amarelo) e L9
(verde) aparecem destacados, pois suas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios (inicial e tardio). P/M na primeira coluna significa P - Paciente

e M - Mutagdo. As alteragdes sao representadas da seguinte forma : primeiro o amindacido da sequéncia consenso de referéncia, seguido da posic¢do no

qual a mudanca ocorreu ¢ por Gltimo o aminoacido encontrado na posi¢do. Um "-" seguido pela posicio da sequéncia e por um aminodacido, representa

uma inser¢do, enquanto o simbolo do aminoacido seguido pelo nimero e por "-" representa uma delegdo. Um asterisco representa um codon de parada.

Alteragdes nas sequéncia de aminoacidos de Vif — Estagio Tardio - Late
P/M MS8P MSL D14V 118T RI9N T20A S23N S23R H27Y Y30H 31V R33K G37D G37K G37E F39V F39S E45Q T471
- 1 1 2 2 2 4 1 5 2 2 2 2
L8 1 3 3 1 3 4 4 3
H 1 9 9 9 9 8 1 9 9
L10 3 3 2 1
Total 1 4 1 1 17 2 1 6 11 13 5 18 5 10 1 11 2 11 1
Alteragdes nas sequéncia de aminodcidos de Vif - Estagio Tardio - Late
P/M T47N T47P H48N H48D RS0K I51T I5IM ES4G R63K R63T V651 166M H73N E76K D78E 187V R90G K92R K92E
- 1 4 2 2 2 2 1 2 1 2
L8 4 3 3 1 3 1 4 4
H 1 8 1 1 9 9 1 2 9 1 9
L10 3 3 3
Total 1 5 18 1 6 2 1 1 17 2 11 1 2 1 5 11 1 S5 11
ia de aminoacidos de Vif - Estagio Tardio - Late
P/M R93S S95N T96A V98I DIOIG | DIOIN [ QIOSR | LI09T | YI110H | FI12L | F115S | A123T 1124L | GI26R | HI27R | TI128R | VI29G | SI130R | RI32S
- 2 2 4 1 2 2 1 4 1 1 3
L8 4 4 3 4 3 1 7 4 4 4
E 1 1 1 9 1 1 1 6 9 9
L10 3 3 3
Total 1 6 1 7 13 4 1 2 7 1 1 6 8 1 11 13 5 5 16
Alteragdes nas sequéncia de aminoéacidos de Vif — Estagio Tardio - Late
P/M QI36H | N140S Al51T 1154V T155K KI157R K158G K158Q | KIS8R 1159T 1159R L163S T167R | KI168T | L169Q | NI758 K176E QI178R
- 2 2 1 2 1 3 2 2 2 2
L8 4 3 3 4 3
L9 5 1 1 8 9 1 9 1 1
L10 3 3 3
Total 2 2 10 2 6 1 1 6 9 ¥ 11 1 6 11 1 1 2 2
Alteragdes nas sequéncia de aminodcidos de Vif — Estagio Tardio - Late
P/M KI179R TI80A SI186N T188S N190D N190S H192Q
| | 2 2 2 1 1
L8 4 2
] 9 1
L10
Total 11 1 2 2 1 5 2
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Figura 4.2. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vpr de cada paciente no estagio inicial da infecgao, em relacio a sequéncia consenso do subtipo B (ConsensoBvpr) do HIV-1. Em destaque estio
os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de aminoacidos e as mutagdes estao
indicadas com a letra correspondente ao aminodacido e as inser¢des ou delecdes encontram-se indicadas com um trago. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vpr (Morellet et al., 2003).
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Figura 4.3. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vpr de cada paciente no estagio tardio da infecgdo, em relacio a sequéncia consenso do subtipo B (ConsensoBvpr) do HIV-1. Em destaque estdo
os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de aminoacidos e as mutagdes estao
indicadas coma letra correspondente ao aminoacido e as inser¢des ou delecdes encontram-se indicadas com um trago. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vpr (Morellet et al., 2003).
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Figura 4.4. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vif de cada paciente no estagio inicial da infecgdo, em relacdo a sequéncia consenso do subtipo B (ConsensoBvif) do HIV-1.
Em destaque estdo os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de

aminoacidos e as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoécido, as inser¢des ou delecdes encontram-se indicadas com um trago e os codons de parada por um

asterisco. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vif e as vermelhas residuos de aminoécidos importantes para a ligagio com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 4.4. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vif de cada paciente no estagio inicial da infec¢do, em relagdo a sequéncia consenso do subtipo B (ConsensoBvif) do HIV-1.
Em destaque estdo os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de
aminoacidos e as mutacdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoécido, as insercdes ou delegdes encontram-se indicadas com um trago ¢ os cddons de parada por um

asterisco. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vif ¢ as vermelhas residuos de aminoacidos importantes para a ligagio com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 4.5. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vif de cada paciente no estagio tardio da infecgio, em relagdo a sequéncia consenso do subtipo B (vifconsensusB) do HIV-1.
Em destaque estdo os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de
aminoécidos e as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido, as inser¢des ou delegdes encontram-se indicadas com um trago ¢ os codons de parada por um

asterisco. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vif e as vermelhas residuos de aminodcidos importantes para a ligagio com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 4.5. Alinhamento das sequéncias dos alelos da proteina Vif de cada paciente no estagio tardio da infecgdo, em relagio a sequéncia consenso do subtipo B (vifconsensusB) do HIV-1.
Em destaque estdo os pacientes cujas sequéncias foram estudadas em ambos os estagios, E2 (vermelho), E8 (amarelo), E9 (verde). Os pontos indicam similaridade na sequéncia de
aminoacidos e as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoécido, as inser¢des ou dele¢des encontram-se indicadas com um trago ¢ os codons de parada por um

asterisco. As caixas pretas indicam os dominios da proteina Vif e as vermelhas residuos de aminoacidos importantes para a ligagdo com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 4.6. Alinhamento das sequéncias consenso dos alelos de vpr presentes no estagio inicial da infecgdo, com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
As sequéncias consenso dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutacdes mais frequentes (igual ou >50%) presentes nos clones sequenciados quando comparados
com a sequéncia do consenso do subtipo B, da mesma forma, foram obtidas a sequéncia consenso correspondente aos alelos dos pacientes no estagio inicial da infecgdo. Os

pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoécidos, as mutacdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminodcido, as insercdes ou delecdes encontram-se indicadas

com um trago ¢ os codons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vpr encontran-se delimitados por meio de retangulos pretos (Morellet et al., 2003).
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Figura 4.7. Alinhamento das sequéncias consenso dos alelos de vpr presentes no estigio tardio da infecgio, com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
As sequéncias consenso dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais frequentes (igual ou >50%) presentes nos clones sequenciados quando comparados
com a sequéncia do consenso do subtipo B, da mesma forma, foram obtidas a sequéncia consenso correspondente aos alelos dos pacientes no estagio tardio. Os pontos indicam

similaridade na seqiiéncia de aminodacidos, as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente a0 aminoécido, as inser¢oes ou delecdes encontram-se indicadas com um

traco ¢ os codons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vpr encontran-se delimitados por retangulos pretos (Morellet et al., 2003).
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Figura 4.8. Alinhamento das sequéncias consenso dos alelos de vif presentes no estagio inicial da infec¢fio, com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
As sequéncias consenso dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais frequentes (igual ou >50%) presentes nos clones sequenciados quando comparados com a sequéncia do
consenso do subtipo B, da mesma forma, foram obtidas a sequéncia consenso correspondente aos alelos dos pacientes no estagio inicial da infecgdo. Os pontos indicam similaridade na seqtiéncia de

aminoécidos, as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido, as inser¢des ou delegdes encontram-se indicadas com um traco e os codons de parada sdo indicados por um asterisco.

Os dominios de Vif encontran-se delimitados por meio de retangulos pretos ¢ os vermelhas delimitam residuos de aminoacidos importantes para a ligagdo com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 4.9. Alinhamento das sequéncias consenso dos alelos de vif presentes no estigio inicial da infec¢io, com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
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As sequéncias consenso dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais frequentes (igual ou >50%) presentes nos clones sequenciados
quando comparados com a sequéncia do consenso do subtipo B, da mesma forma, foram obtidas a sequéncia consenso correspondente aos alelos dos pacientes no
estagio tardio da infec¢do. Os pontos indicam similaridade na sequéncia de aminoécidos, as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminodcido, as

inser¢des ou delegdes encontram-se indicadas com um trago ¢ os cédons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vif encontran-se delimitados
por meio de retangulos pretos ¢ os vermelhas delimitam residuos de aminoécidos importantes para a ligagdo com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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4.3. Analise da correlacio entre as alteracées presentes nos alelos iniciais e tardios e as
funcées da proteina Vpr

Considerando o carater multifunctional da proteina acessoria Vpr e sua relevancia
para o HIV-1 in vivo, foi realizada a caracterizacdo dessa proteina viral em dois momentos
da infe¢do. Existem relatos anteriores da associacdo entre inser¢oes, delegcdes, alteracoes ¢ a
presenca de stop codon prematuros em sequéncias do gene vpr, com a progressdo para a
AIDS. (Yedavalli et al., 2005)

As sequéncias do gene vpr, foram traduzidas para aminodcidos, com o uso da
ferramenta de bioinformdtica gene cutter dos site Los Alamos. A estrutura de Vpr €
constituida basicamente de trés alfa hélices bem definidas: nas posi¢cdes dos residuos de
aminodcidos 17-33, 38-50, e 55-77, cercados pelos dominios N e C terminais da proteina
(Morellet et al., 2003). O dominio N-terminal, caracterizado por ser -carregado
negativamente, apresenta quatro prolinas conservadas (nas posicoes 5, 10, 14 e 35), sujeitas a
isomerizacdo cis-trans (Morellet et al., 2003)(Bruns et al., 2003). Foi descrito que a peptil-
propil isomerase celular ciclofilina A, interage com Vpr por meio das prolinas nas posicoes
14 e 35, para assegurar o correto dobramento da proteina viral (Zander et al., 2003).
Curiosamente no dominio N-terminal foi possivel observar que todas as sequéncias do
paciente E7 (estdgio inicial) apresentaram a alteracdo P5L. Uma alterag¢do na posicdo S10P,
também presente somente no estagio inicial, foi encontrada no individuo E8 (1 alelo). Como
citado anteriormente sdo aminoacidos conservados que podem estar em posi¢ao cis ou trans
(Bruns et al., 2003).

O extremo carboxi teminal de Vpr contém seis residuos de argininas entre as
posicdes 73 e 96, semelhante a dominios de transducao de outras protéinas, os quais também
sdo ricos em arginina. O que poderia explicar as propriedades de transducdo de Vpr,
incluindo sua capacidade de atravessar a bicamada lipidica da membrana celular (Coeytaux
et al., 2003)(Kichler ef al., 2000)(Sherman et al., 2002). O paciente E9 apresentou mudanca
na posicdo R73G em dois alelos, o que representou a alteragdo de um aminoécido polar e de
carga positiva (R), para um aminoacido apolar e neutro (G). J& o estagio tardio desse
paciente ndo apresentou essa alteracdo. Também foram detectadas nesta regido as mudangas

R85P e R87K . A alteracdo R85P foi encontrada em vérios pacientes: L2 (1 alelo); ES e E7
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(5 alelos cada); E8/L8 (12 alelos) e também resultou na substituicdo por um aminoécido
apolar e neutro, como ocorrido em R73G. J4 a mutagao R87K foi constatada nos pacientes:
E7, E8 e E9 (5,1 e 2 alelos respectivamente), resultando em mudanga para um aminoécido
polar e positivo (K), a exemplo do aminoécido arginina (R), o que nesse caso pode ter menor
impacto na fun¢do de transdug¢do desempenhada com auxilio dessas argininas. A ultima
alteracdo relativa a essas argininas (R), ocorreu em L8 (1 alelo) e foi em R80K, sendo uma
substitui¢do da mesma natureza descrita anteriormente, mas provavelmente com menor
impacto sobre as funcdes relacionadas a esses aminodcidos. De uma maneira geral, as
mudangas encontradas nas argininas (R), dessa regido (73-96), foram mais frequentes no
estagio inicial, o que poderia ter um impacto negativo na replicacdo viral, no comeco da
infeccdo, j& que dimiuiria a capacidade de transducdo e transito através da bicamada
lipidica, o que por sua vez afetaria todas as outras fungdes desempenhadas por essa proteina
e de vital importancia no ciclo viral, como sd3o a parada do ciclo celular em G2 e
transativagdao do promotor LTR.

Uma importante fun¢do de Vpr, o G2 arrest, ¢ desempenhada por meio das serinas
nas posi¢oes 79, 94 e 96. (Le Rouzic et al., 2005). Funcdo normalmente atribuida ao dominio
C-terminal onde estdo localizadas estas serinas. Em ambos os estdgios e em todos os alelos
do paciente 9 (E9/L9) e no paciente 2 (E2 e L2)(1 e 2 alelos respectivamente) foi observado
a substituicdo da serina S94G (a inser¢dao de uma arginina (R) em alguns alelos desloca a
serina para posi¢cao 95 no alinhamento). A mudanc¢a para um aminodcido apolar e neutro (G)
pode representar efeito deletério na inducdo de parada do ciclo em G2 e apoptose. O
individuo 9 por apresentar essa alteracao com grande frequéncia em ambos os periddos o que
pode representar um virus portador de uma proteina Vpr com reducao dessa funcao.

A primeira alfa hélice (regido compreendida entre os aminodcidos 17-33) € essencial
para a localizagc@o nuclear, empacotamento nos virions e a entrada no nucleo da célula da
proteina Vpr. Como descrito anteriormente, a prolina da posi¢ao 35, localizada entre a
primeira e a segunda alfa hélice de Vpr, tem papel crucial na formacdo da correta estrutura
de Vpr. Nao ocorreram mudancgas nessa prolina das sequéncias analisadas.

A segunda alfa hélice estd associada as funcdes de oligomerizagdo de Vpr e
translocagao do complexo de pré integracdo (PIC) para a regido nuclear (Kamata et al.,

2005) . Nessa regido no estagio inicial foram encontradas as mutagdes W38R (paciente E9),
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H45Y (ES, E7 e E8) e Y50C (E2). No estagio tardio foram encontradas as mudancas: 137V
(L2 e L8); H40Q (L2 e L8); G4IN (L8 e L10); G43R (L8); Q44L (L2); H45Y (L2 e LS);
146T (L9) a maioria dessas mudangas foram descritas como incapazes de provocar alteracdes
estruturais e funcionais na proteina (Morellet et al., 2003). Apenas as alteracOes encontradas
nas posi¢oes W38R (E9) , L39F e I46T (L9) estao relacionadas a reducdo da incorporacdo de
Vpr nos virions. As modificacdes V57A (E2, 1 alelo) e G75K (E7, todos os alelos
sequenciados), G75K (E8, 1 alelo), G75R (E8, 2 alelos)(L8, 2 alelos) e G75W (L9, 1 alelo)
sdo descritas como capazes de alterar a localizagao nuclear de Vpr.

Duas mudancas relevantes, foram encontradas nas posi¢oes W54, os pacientes E7, E
e L8 apresentaram sfop codons na posi¢do, representados por asterisco (alteracOes nessa
regido foram descritas como capaz de afetar a interacdo entre Vpr e UNG2) e F72L (mutagao
pontual responsavel por reduzir a importagao de Vpr para o nucleo da célula hospedeira. Isso
pode influenciar a progressdao da doenca) (E8 e L9)(Caly et al., 2008). A mutacao R77Q,
encontrada em diversos alelos (nos pacientes E2, E3, E5, E6, E§, E9, L2, L8, L9 e L10) fo1
associada por Fisher e colaboradores ao subtipo B do HIV-1 e ndo a progressao da doenca,
como foi descrito anteriormente (Lum er al., 2003). Estudos recentes de Srinivasan e
colaboradores (com 976 sequéncias, sendo 298 do subtipo B) sobre o polimorfismo de cada
um dos aminodcidos de Vpr, revelou a presenca de residuos aminoacidos que possuem uma
unica variante (9, 33, 39 e 47). Duas dessas variantes unicas foram encontrados nas
sequéncias analisadas: G9R (E8/L8) e W39R (E9). As variantes encontrados nessas posi¢des
coincidiram com os encontrados no estudo citado anteriormente (Srinivasan et al., 2008).

Em suma, as alteragdes que ocorreram principalmente no estigio inicial, foram
encontradas nos seguintes dominios : N-terminal (as prolinas conservadas nas posi¢des 5 e
10), C-terminal (nos residuos de argininas das posi¢cdes R73, R85 e R87) e na segunda alfa
hélice (V57A, G75K , G75R). Essas alteracdes podem ter impacto negativo em algumas
funcdes desempenhadas por Vpr, como uma menor afinidade de ligacdo com a ciclofilina A
(em decorréncia da alteracdo presente em duas prolinas conservadas, nos pacientes E7 e ES8).
Apesar da isomeriza¢do ser um processo menos importante para as prolinas 5 e 10, essa
menor interagdo entre Vpr e ciclofilina A, poderia ter consequéncias negativas para o virus.
Principalmente no que diz respeito ao correto dobramento da proteina viral e suas

funcionalidades , em especial a sintese de novo de Vpr e a indugdo de parada do ciclo celular
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na fase G2 (Zander et al., 2003). Outra possivel mudanga funcional no estagio inicial, seria
uma menor capacidade de transducdo e de atravessar bicamada lipidica (Sherman et al.,
2002), isto devido a mudancgas nas argininas da por¢ao C-terminal de Vpr, o que novamente
traria consequéncias negativas ao virus como reduc¢do na eficiéncia de bloqueio do ciclo em
G2, transativagdo do LTR e apoptose. Por Ultimo, algumas mudancgas na segunda alfa hélice
de Vpr, poderiam alterar a localizagdo nuclear de Vpr no estdgio inicial. O impacto negativo
dessas alteracdes, seria principalmente sobre a fun¢do de transativacdo de LTR e de alguns
genes da célula alvo por Vpr (Figura 1.9). Curiosamente, os pacientes E9/L9 e E8/LS8
apresentaram algumas alteracdes deletérias para as fungdes desempenhadas pela proteina
Vpr, em ambos os periodos (inicial e tardio). E possivel destacar a alteragdo na serina S94G
(serina associada ao bloqueio do ciclo celular em G2)(E9/L9); a alteracdo F72L (mudanca
pontual responsavel por reduzir a importacdo de Vpr para o nticleo da célula hospedeira, o
que pode influenciar a progressao do ciclo viral) no paciente 9 e a presenga de um stop
codon na posicdo W54 (afeta a interacao entre Vpr e UNG2) no paciente 8. A presenca
destas alteracOes em ambos os periodos pode obedecer a uma baixa taxa de diferenciacao
viral, dado o curto espaco de tempo entre as coletas das amostras ( inicial e tardia) nesses
pacientes ou ser resultado de uma mudanca viral acontecida anteriormente a primeira coleta
das amostras, em resposta a alguma mudan¢a no microambiente do hospedeiro.

Finalmente a sequéncia consenso de todos os pacientes no estagio tardio, possui um
maior nimero de mudangas quando comparada a sequéncia consenso “geral” do estagio

inicial (Figuras 4.6 € 4.7).

4.3.1. Analise da correlagao entre as alteracdes presentes nos alelos iniciais e tardios e
as funcées da proteina Vif

A principal func¢do da proteina Vif ¢ inibir proteinas celulares da familia APOBEC3.
Com base nisso, foram analisados os dominios funcionais ligados a essa ag@o. Os principais
aminodcidos descritos como relevantes para a ligagcao entre APOBEC e Vif, sdo os seguintes
residuos conservados: W5, W11, W21, W38, W79, W89, T96, C114, C133, S144, T155,
P164 e T188 (Barraud et al., 2008). Nas sequéncias analizadas de Vif foram encontradas
algumas alteragdes nos triptofanos conservados. O individuo E2 apresentou uma

substituicdo na posi¢do W38L em um um alelo. J&4 o paciente E8 (1 alelo) apresentou um
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stop codon na posicdo W21 e o paciente E9 (1 alelo) apresentou a mesma altera¢do, porém
na posi¢do W38, o que levaria a producio de uma proteina truncada, portanto nao funcional.

No estdgio tardio, foram encontradas mudancas em alguns alelos, nas treoninas
conservadas das posi¢des: T96A (L9), T155K (L8 e L10) e T188S (L2). Vif pode ser
fosforilado nessas treoninas, mas quando mutadas mostraram ndo afetar a capacidade de
ligagdo Vif-A3G (Mehle et al., 2004). As mudangas comumente encontradas nos dominios
funcionais de ligagdo a A3G e A3F sdo as subtituigdes: R33K (dominio G Box), R63K
(dominio F-G Box), K92R (regido importante para ligagdo a A3G), D101N, HI27R, R132S
(os dois ultimos no dominio HCCH de ligacao a Cul/lin5), K158R (dominio BC-Box) e I159R
(Cullin Box). Todas as mutagdes relacionadas anteriormente estdo presentes na sequencia
consenso do estagio inicial, aparecendo em mais de 50% das sequéncias dos clones iniciais.
Nao hé na literatura informagao a respeito dos efeitos dessas alteracdes nas funcdes de Vif.

No estagio tardio as mudangas presentes na sequéncia consenso, com ocorréncia
igual ou superior a 50% nos alelos sdo as seguintes:Y30H, R33K, G37K (dominio G Box),
R63K(dominio F-G Box), K92E (regido importante para ligacdo a A3G), DI101G, 1128R
,R132S (os dois tltimos no dominio HCCH de ligag¢ao a Cullin5), K158R (dominio BC-Box)
e [159R (Cullin Box). Um aminodcido localizado na posi¢do 101 descrito como crucial para
a ligagao entre Vif e APOBEC (Barraud et al., 2008), encontra-se mutado no estagio inicial
nos individuos E2 (2 alelos) e E9 (8 alelos)(D101G) e E5 (5 alelos), E7 (5 alelos) e E8 (6
alelos)(D101N). Ja no estagio final estd presente nos pacientes L2 (5 alelos)(D101G /
DI0IN), L8 (3 alelos)(DIOIN) e L9 (9 alelos)(D101G). Estas mudancas podem ter
consequéncias na afinidade de ligagdo entre a proteina viral e APOBEC. Um dos dominios
de interacdo entre APOBEC3F e Vif (FI Box; 11-17) encontra-se extremamente conservado
nos dois momentos de infeccao (inicial e tardio).

Em resumo, ap6s a andlise das principais regides de interacdo entre Vif e APOBEC,
foram observadas alteragdes nos triptofanos conservados presentes no estdgio inicial dos
pacientes E2 (W38L), E8 (W21) e E9 (W38). Essas alteragcdes citadas anteriormente,
principalmente a presenca de sfop codons nas posigdes W21 e W38, poderia interferir na
capacidade de interacdo inicial da proteina viral com seu alvo celular. As consequéncias
negativas para o virus se refletiriam principalmente na sintese do DNA viral durante o

processo de transcri¢do reversa. A presenga de APOBEC nas particulas virais, culminaria na
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degradacdo do DNA viral (Conticello et al., 2005)(Holmes et al., 2007)(Miyagi et al.
2007)(Bishop et al., 2008). Por outro lado, as mudangas ocorridas nas treoninas conservadas
em pacientes no momento tardio (L2, L8, L9 e L10), ndo afetam a capacidade de ligacao
entre Vif e APOBEC. Portanto foram encontradas mais mudangas capazes de interferir na
interagdo entre Vif e seu alvo celular no periodo inicial. No entanto um Acido aspartico (D)
presente na posi¢do 101, que foi descrito como essencial para a ligagao entre Vif e APOBEC
(Barraud et al., 2008), apresentou-se alterado em sequéncias de ambos os periodos (inicial e
final). Com Possiveis consequéncias deletérias para a funcdo desempenhada por Vif na

degradag¢ao de APOBEC, nos diferentes momentos estudados.

4.4. Analise filogenética

As arvores filogenéticas referentes as sequéncias das proteinas Vpr e Vif foram
geradas no programa Mega 5, com o algoritmo Maximum likelihood (méaxima
verossimilhanga), utilizando-se as sequéncias dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9, por
possuirem sequéncias dos alelos de ambos os estagios, e a sequéncia de referéncia do subtipo
B, obtida no site Los Alamos. A reprodutibilidade de cada ramo foi estimada por um valor de
bootstrap de 1000 réplicas. As sequéncias consenso do subtipo B das proteinas Vif e Vpr
foram utilizadas como grupo externo. Um valor de bootstrap igual ou superior a 50% foi
considerado relevante para uma possivel evolucdo dos virus do estagio tardio, a partir dos
variantes presentes no estagio inicial.

Na arvore filogenética gerada utilizando-se as sequéncias de aminacidos de Vpr, os
alelos do paciente 8 (E8/LS8) tendem a ficar proximos na arvore, assim como as do paciente 9
(E9/L9). Enquanto os alelos do paciente 2 (E2/L2) se interpdem entre as sequéncias de
E8/L8 e E9/L9. Isso pode ter ocorrido devido a maior variabilidade observada nas sequéncias
do paciente E2/L.2 (Figuras 4.2 e 4.3). Em relagdo a uma analise evolutiva do virus intra-
hospedeiro, um fator importante a ser considerado ¢ o tempo entre as coletas das amostras.
Apesar do intervalo entre as coletas dos pacientes analisados ndo ser ideal, Nota-se a
presenca de ramos entre sequéncias do estagio inicial e tardio do mesmo paciente, com
valores de bootstrap superiores a 50% (E2.4R e L2.6R [53%]; E8.2R e L8.2R [83%]; E8.4R
e L8.4R [91%]). Além da tendéncia das sequéncias dos pacientes E8/L8 e E9/L9 de
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apresentarem-se agrupados na arvore filogenética, o que pode ser um indicio de co-evolucao
viral.

A arvore filogenética gerada utilizando as sequéncias de aminoacidos de Vif
apresentou o mesmo padrdo da andlise filogenética de Vpr. Os pacientes ES/L8 e E9/L9, se
encontram agrupados, novamente com a interposi¢do de alguns alelos do paciente E2/L2,
confirmando os resultados obtidos com as sequéncias de Vpr. Uma possivel explicagdo seria
a maior variabilidade apresentada também na sequéncia da proteina Vif. Isso pode ocorre
devido a sobreposicdo (overlap), que ocorre entre os genes vif e vpr. Isso faz com que os
alelos do paciente E2/L2 se aproximem dos alelos dos demais pacientes na arvore
filogenética. Da mesma maneira que ocorreu anteriormente com Vpr, estdo presentes ramos
entre sequéncias do estagio inicial e tardio do mesmo paciente, com valores de bootstrap
superiores a 50% (E2.4F e L2.1R [55%]; E9.9F e L9.9F [99%]; E8.4F e L8.1F [79%)]),

indicando uma evolug¢do viral ao longo da infec¢do.
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4.5 Analise da correlacio entre as alteracdes presentes nos alelos de vpr e vif e os
diferentes estagios clinicos da infeccio pelo HIV-1

Como explicado em material e métodos, e com objetivo de verificar uma possivel
correlacdo entre as alteragdes presentes nos alelos em cada estdgio da infeccdo e seus
correspondentes niveis de LT-CD4" e carga viral detectados em sangue periférico, foi
primeiramente criado um score baseado na similaridade entre as alteracdes apresentadas pela
sequéncia consenso de cada paciente com as sequéncias consenso de cada estagio.
Finalmente, a partir dos valores do score e os correspondentes aos niveis de LT-CD4 e carga
viral para cada paciente e estagio, foi gerado um grafico de regressdo (Figuras 4.7 ¢ 4.9). O
modelo de regressdo simples foi analisado quanto a quatro requisitos de qualidade: (I) O
coeficiente de correlagdo linear de Pearson (r), cujo o valor para indicar forte correlacdo deve
ser maior que 0,70. (IT) O coeficiente de determinagdo (r”), que representa a porcentagem de
explicagdo do modelo, ou seja quanto o modelo explica a influéncia do score sobre a
contagem de células CD4+ e a carga viral. (III) Teste de significancia do modelo (F). O
modelo ¢ considerado significativo quando o valor de Sig. (representacdo para significancia)
¢ menor que 0,05. (IV) Teste de significincia do coeficiente de regressao (t). O modelo ¢
considerado significativo se o valor de Sig. for menor que 0,05.

Dessa forma, e com base no grafico, foi possivel observar uma forte correlacio
negativa (r = -0,826 [Vpr] e r = -0,840 [Vif]) entre os niveis de células LT CD4" e o valor do
score para cada paciente e estdgio, ou seja, quanto maior o nimero do score, menor € o
nimero LT-CD4". Os valores de Sig. para o teste de significAncia do modelo (F) e para o teste
de significancia do coeficiente de regressdo (t) foram menores que 0,05 para Vif e Vpr (Sig.
(F) = 0,043; Sig. (t) = 0,043 [Vpr] e Sig. (F) = 0,036 ; Sig. (t) = 0,036 [Vif]) indicando que o
modelo em que o score influéncia a contagem de células CD4+ ¢é significativo. O valor de r°
indica que o score se aplica a mais de 68,2% (Vpr) e 70,6 % (Vif) dos individuos estudados.
(Figuras 4.7 ¢ 4.9)

Entretanto, ao analizar os graficos produzidos a partir dos dados do score e os valores
da carga viral para cada paciente e estagio, ndo foi possivel observar uma correlagdo
significativa entre o valor do score e carga viral. Principalmente quando se observa os valores
der (r=0,377 [Vpr] er = 0,693 [Vif]), menor que 0,70 para as duas proteinas virais. Além

disso os valores que indicam a significdncia do modelo foram superiores a 0,05 (Sig. (F) =
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0,462; Sig. (t) = 0,462 [Vpr] e Sig. (F) = 0,127; Sig. (t) = 0,127 [Vif]), portanto um modelo
onde o score influéncia a carga viral para estas amostras analizadas ndo ¢ significativo
(Figuras 4.8 €4.9.1)

Em resumo, as altera¢des detectadas nos alelos de ambas as proteinas virais se
correlacionam significativamente e de uma forma negativa com os niveis de células LT-
CD4+, indicando que o surgimento de alteragdes nas sequéncias no estagio tardio estariam
relacionada com a queda de LT-CD4+ e consequentemente com a deteriorizacdo do sistema
imune do paciente. Entretanto ndo foi possivel tragar uma correlacdo significativa entre os
scores e a carga viral dos pacientes nos dois momentos da infeccdo, o que em certa forma
viria a confirmar relatos da literatura no sentido da falta de correlacao entre infectividade viral
e a queda de linfécitos CD4+ e a conseqiiente deterioragdo do sistema imunoldgico
(Rodriguez et al., 2009)(Wu et al., 2009). A andlise de um maior nimero de alelos, assim
como de amostras obtidas a intervalos maiores, seria de grande ajuda para confirmar essas

tendéncias.

R? Linear = 0,682
1200~

1000

800
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CD4

400+

200

T T T T T T T
-2 -1 0 1 2 3 4

Score

Modelo: CD4 = -146,364 . Score + 799,030 ; r = -0,826 ; Sig. (F) = 0,043 ; Sig. (t) = 0,043

Figura 4.9.3. Correlacdo entre os scores das seqiiéncias dos diferentes estagios da proteina Vpr e a
contagem de células CD4+ dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O circulo representa o nimero de células
CD4 e o score correspondente. O coeficiente de correlagdo (r), o coeficiente de determinagdo (1%), a
significancia do modelo (F) e do coeficiente de correlagdo (t), baseado no grafico, sdo descritos no texto. O
valor de  representado no grafico encontra-se em modulo.
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Modelo: CV = 5468.227 . Score +17677.606 : r = 0.377 : Sig. (F) = 0.462 : Sig. (t) = 0.462

Figura 4.9.4 Correlacido entre os escores das seqiiéncias dos diferentes estagios da proteina Vpr e a
contagem de carga viral (CV) dos pacientes E2/1.2, ES/L8 e E9/L9. O circulo representa a contagem de
carga viral e o score correspondente. O coeficiente de correlagio (r), o coeficiente de determinagio (r?), a
significancia do modelo (F) e do coeficiente de correlagdo (t), baseado no grafico, sdo descritos no texto.
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Modelo: CD4 = -105,273 . Score + 757,939; r = -0,840 ; Sig. (F) = 0,036 ; Sig. (t) = 0,036

Figura 4.9.5 Correlacdo entre os escores das seqiiéncias dos diferentes estagios da proteina Vif e a
contagem de células CD4+ dos pacientes E2/L.2, E8/L8 e E9/L9. O circulo representa o numero de células
CD4 e o score correspondente. O coeficiente de correlagdo (r), o coeficiente de determinagio (), a
significancia do modelo (F) e do coeficiente de correlagdo (t), baseado no grafico, sdo descritos no texto. O
valor de r representado no grafico encontra-se em modulo. Score 2, representa o score da proteina viral Vif.
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Modelo: CV = 7115,568 . Score + 16030,265 ; r = 0,693 ; Sig. (F) = 0,127 ; Sig. (t) = 0,127

Figura 4.9.6. Correlacio entre os escores das seqiiéncias dos diferentes estiagios da proteina Vif e a
contagem de carga viral (CV) dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O circulo representa a contagem de
carga viral e o score correspondente. O coeficiente de correlagdo (r), o coeficiente de determinagdo (), a
significancia do modelo (F) e do coeficiente de correlagdo (t), baseado no grafico, sdo descritos no texto. Score
2, representa o score da proteina viral Vif.
4.6. Analise da estrutura terciaria das proteinas Vpr e Vif

Foi gerado o modelo computacional da estrutura terciaria do alelo E8.1R da proteina
Vpr no programa SWISS MODEL, assim como o da estrutura consenso do subtipo B (Figura
4..9.7 B). Foi utilizado ainda, o programa Calculate Structure Alignment, o qual sobrep0s as
estruturas terciarias do clone e do consenso do subtipo B. O modelo foi determinado na
presenca de CD(3)CN e em agua pura, com baixo pH, no caso de Vpr (Morellet et al., 2003).
O modelo computacional de Vif foi determinado para o dominio BC-Box, que teve sua
estrutura resolvida conforme descrito no artigo de Stanley e colaboradores (Stanley et al.,
2008). A sequéncia E8.1 R (Vpr) foi escolhido por apresentar uma das mutagdes mais
relevante dentre as encontradas, F72L, que corresponde a troca de uma fenilalanina por uma
leucina na posi¢dao 72. Ambos os residuos de aminoédcidos possuem caracteristica apolar e
neutra. Em adicdo, foi encontrada uma similaridade estrutural de 95% (Figura 4.9.2 C).
Portanto provavelmente essa mutag¢do ndo provoca modificag@o na funcio da proteina. Isso €

corroborado na figura 4..9.2 C, pois a estrura do clone estudado e a do consenso do subtipo

B sao extremamente semelhantes. Foi feito o mesmo procedimento para o alelo L8.9R
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presente no estdgio tardio. Esse alelo apresenta um stop codon na posicio W54 (importante
na interagdo com UNG?2), o que resulta em uma proteina viral truncada, caso a mesma seja
traduzida. Essa proteina ndo apresentaria a terceira alfa hélice, nem a por¢ao C-terminal,
sendo portanto incapaz de desempenhar as principais fun¢des de Vpr, principalmente as
fungdes ligadas a interrupcdo do ciclo celular em G2 e apoptose (Figura 4.9.3 A) . A mesma
perderia a funcdo de transducdo desempenhada por meio da regido carboxi terminal ou
mesmo a capacidade de ligacdo ao GR (receptor de glicocorticoide).

Todo o processo anteriormente descrito para a andlise da estrutura tercidria das
proteinas, foi repetido para o alelo E8.1F (Vif) de Vif. A regido analisada corresponde ao
motivo BC-Box (140 — 155). A principal alteragdo encontrada nesse dominio foi a alteracdo
A151T, com a mudanca de um aminoacido apolar (A) para um aminodcido polar (T). A
regido onde ocorre a alteragdo ¢ responsavel por criar a face hidrofobica que interage com
EloginC (Stanley et al., 2008). Apesar da mudanca, ndo houveram alteracdes significativas
na estrutura desse dominio de ligacdo a EloginC, que justificasse uma possivel interferéncia
na ligacdo entre essa regido de Vif e EloginC. Com o auxilio do programa Calculate
Structure Alignment, foi possivel determinar a similaridade estrutural entre o consenso do
subtipo B e o alelo E8.1F, com um valor de similaridade entre as estruturas superior a 90%.

Os graficos de Ramachandran (Ramachandran Plot) produzidos para a validacdo e
analise da qualidade estereoquimica dos modelos, sdo apresentados nas figuras 4.9.9.1,
4.9.9.2 e 4.9.9.3. Os modelos computacionais dos alelos de Vpr apresentaram as seguintes
porcentagens de residuos de aminoacidos na regido do core : E8.1R - 88,3% (MolProbity) e
77% (VADAR) (Figura 4.9.9.2); L8.9R - 84,3% (MolProbity) e 69% (VADAR) (Figura
4.9.9.2). E importante ressaltar que o modelo obtido no site PDB (IMS8L), utilizado como
base para geracdo dos modelos de E8.1R e L8.9R, assim como o modelo gerado do consenso
do subtipo B de Vpr, apresentam uma porcentagem de residuos na regido do core inferior a
90% (Figura 4.9.9.1 e 4.9.9.3). J4 0 modelo do alelo de Vif apresentou uma porcentagem de
residuos de aminoacidos na regido do core mais satisfatoria, proxima de 90%: E8.1F - 86,7%

(MolProbity) e 88% (VADAR) (Figura 4.9.9.3)
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A) Aminoacido B) Vpr - Consenso B
Ala

Figura 4.9.7. Comparacio entre os modelos computacionais das estruturas terciirias da proteina
Vpr. A) Correspondéncia entre os aminodacidos e as cores B) Estrutura terciaria de Vpr do consenso do
subtipo B. C) Detalhe da regido na proteina no consenso do subtipo B onde estdo localizados os
aminoacidos F72 e Q85. D) Detalhe da regido na proteina de E8.1R onde estdo localizados os
aminoacidos F72 e Q85. E) Detalhe da sobreposi¢do das proteinas C) e D), com destaque para a
sobreposi¢do dos aminoacidos, indicada pelas setas (jmol, 2011).
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A) B) Vpr - L8.9R

Aminoécido

C) Consenso B

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Gly
His
Ile
Leu
Lys
Met
Phe

Val

D) L8.9R

Figura 4.9.8. Comparacio entre os modelos computacionais das estruturas terciarias da proteina Vpr.
A) Correspondéncia entre os aminoacidos e as cores B) Estrutura terciaria do alelo L8.9R de Vpr. C) Detalhe
da regido na proteina no consenso do subtipo B onde esta localizado o aminoacido W54. D) Detalhe da regido
na proteina de L8.9R onde estd localizado o stop codon (representado por um asterisco) na posi¢do 54
(W54%). E) Detalhe da sobreposicdo das proteinas C) e D), com destaque para a posi¢do W54 indicada por
uma seta (jmol, 2011).
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A) Aminoacido B) Sobreposi¢io BC-Box (consenso

B-Vif) e BC-Box (E8.1F) C) BC-Box - Consenso B
a -
Gln I
5
AlS1Te—g
3 i
o

D) BC-Box - E8.1F

a O

E) Sobreposi¢ao BC-Box (consenso B-Vif) e BC-Box (E8.1F)

Figura 4.9.9. Comparacio entre os modelos computacionais das estruturas tercidrias da proteina Vif.
A) Correspondéncia entre os aminoacidos e as cores B) Sobreposi¢do da estrutura terciaria de Vif do clone
E8.1F (dominio BC-Box 140 — 155) e o consenso do subtipo B do dominio BC-Box destaque para a mudanga
A151T em E8.1F. C) Destaque para o aminoacido presente na regido BC-Box (A151) no consenso do subtipo
B. D) Detalhe do aminoacido (T151) presente em E8.1F. E) Sobreposi¢do dos dominios BC-Box das proteinas

C) e D) e a consequente sobreposicdo dos aminoacidos detalhados e indicados por uma seta (A151T) (jmol,
2011).
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Figura 4.9.9.2. Grificos de Ramachandran (Ramachandran Plot) e as porcentagens dos residuos de E8.1R e L8.9R em cada regido. A) e C) Grafico gerado para os modelos E8.1R e L8.9R utilizando o programa
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4.7. Resumo da Discussdo

Neste trabalho de pesquisa, foram caracterizadas as sequéncias do pool de alelos
correspondentes as proteinas Vif e Vpr presentes em dois diferentes momentos de infec¢do
em individuos HIV-1 positivos, livres de tratamento. Além dessa caracterizacdo, foi
realizado ainda o estudo filogenético das sequéncias correspondentes as proteinas Vif e Vpr,
o estudo da correlag@o entre as alteragdes presentes nos alelos de Vpr e Vif e os diferentes
estagios clinicos da infec¢@o pelo HIV-1 e a analise da estrutura terciaria de alguns alelos de
Vif e Vpr. E importante ressaltar que na realizagio de um estudo com amostras bioldgicas de
pacientes, existe sempre a influéncia de diversas variaveis, como por exemplo o
“background’ genético de cada hospedeiro, observado no polimorfismo de moléculas
envolvidas na imunidade inata ou adquirida como sdo as moléculas do CPH Complexo maior
de Histocompatibilidade), e que se reflete diretamente na capacidade intrinseca do sistema
imune de controlar a infec¢do. Estas varidveis podem vir a mascarar o verdadeira relevancia
fisiologica do pardmetro em estudo por se tratar de uma amostra extraida do corpo de um
individuo. Uma outra varidvel a ser considerada, ¢ o tempo entre as coletas das amostras, o
qual por ndo ser maior poderia, em alguns casos nao refletir a evolugdo/mudanga viral ao
longo da infec¢do. Entretanto, dois panoramas gerais foram observados apos andlise das
proteinas Vpr e Vif nos oito pacientes HIV positivos. Mudangas encontradas nas sequéncias
do estagio inicial de Vpr foram associadas em geral a alguns impactos negativos para essa
proteina. Dentre as alteragcdes pode-se destacar: L5P e S10P (regido N-terminal, redugdo na
interacdo entre Vpr e cicloilina A); R73G, R85P e R87K (C-terminal, residuos de argininas
envolvidos na capacidade de transducdo e de atravessar a bicamada lipidica) e V57A, G75K ,
G75R (na segunda alfa hélice, poderiam mudar a localizag@o nuclear de Vpr).

Todas essas mudancas podem provocar efeitos deletérios nas principais fungdes
desempenhadas por Vpr (indugdo de parada no ciclo celular em G2, apoptose e transativacao
do pomotor vital LTR). Curiosamente dois pacientes E8/L8 e E9/L9 apresentaram dentre
suas sequéncias, independente do periodo, um niimero semelhante de mudancas negativas
para o virus (S94G, F72L, W54 por stop codon). De maneira semelhante ao que ocorreu com
Vpr, foram encontradas mais mudancas desfavordveis ao virus, nas sequéncias de Vif do
periodo inicial (W38L, W21 por stop codon, W38 por stop codon; capazes de interferir na

interacdo entre Vif e seu alvo celular, APOBEC). No entanto a exemplo do que ocorreu com
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Vpr, a presenga de uma alteracdo no residuo de aminoacido de nimero 101 (D101G e
DI01N), descrito como essencial para ligagdo com APOBEC, foi detectada nos dois estagios
analisados (inicial e tardio).

Todavia, mais dados sdo requeridos para que seja possivel ter um panorama mais
preciso a respeito do comportamento viral no que diz respeito as mudancas nessas duas
proteinas ao longo do tempo.

Os alelos das proteinas Vif e Vpr do mesmo paciente em diferentes periodos,
tendem a se agrupar na arvore filogenética. Mesmo com a presenca de alguns alelos do
paciente E2/L2 interpostos dentre os demais, ¢ possivel detectar ramos entre sequéncias do
estagio inicial e tardio do mesmo paciente, com valores de bootstrap superiores a 50%
(E2.4F/L2.1R [55%] ; E9.9F/L9.9F [99%] em Vif e E2.4R/L2.6R [53%] ; E8.2R/L8.2R
[83%] em Vpr). Isto pode ser um indicio de uma possivel evolugado viral, onde as populacdes
virais presentes no periodo final se originariam a partir das presentes no estdgio incial por
um processo de modificagdes em suas sequéncias, decorrente de pressdes geradas por
mudangas no ambiente da célula hospedeira.

A andlise da correlagdo entre as alteracdes presentes nos alelos de Vpr e Vif e os
diferentes estagios clinicos da infeccdo pelo HIV-1, revelou que que as alteragdes detectadas
em ambas as proteinas estariam de alguma forma relacionadas aos niveis de LT-CD4+. E
possivel notar uma tendéncia no grafico de regressdao, onde quanto maior € o score, menor €
o nimero de células CD4+. Existe portanto, uma forte correlacdo entre as mudancas nas
proteinas acessorias Vpr (score) e Vif (score 2) e a diminui¢do das células CD4+. Essa
correlacdo foi corroborada pelos valores de r encontrados (r = -0,826 [Vpr] e r = -0,840
[Vif]). Entretanto ndo foi possivel tracar uma correlacdo significativa entre os scores € a
carga viral dos pacientes nos dois momentos da infeccdo, o que em certa forma viria a
confirmar relatos da literatura no sentido da falta de correlagao entre infectividde viral e a
queda de linfocitos CD4+ e a conseqiiente deterioracdo do sistema imunologico (Rodriguez
et al., 2009)(Wu et al., 2009).

Por ultimo, foram gerados modelos da estrutura tercidria a partir de algumas
sequéncias de Vif e Vpr (E8.1R, E8.1F e L8.9R). Entretanto, para os alelos analisados,

observou-se grande similaridade estrutural, quando comparados com a estrutura do consenso
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do subtipo B. As mudangas presentes nessas sequéncias, possivelmente ndo seriam capazes
de impedir o correto funcionamento das proteinas virais.

E importante salientar que a relevancia fisiologica das mutagdes detectadas nos alelos
de Vpr e Vif presentes nos pacientes HIV-1 positivos, s6 podera ser determinada por testes in

vitro, mediante a expressao desses alelos em linhagens de células T, seja a partir de vetores

de expressdo ou de provirus, onde o genes vif e vpr do tipo selvagem NL4.3 sdo substituidos
pelos alelos presentes nos deferentes estagios clinicos da infec¢do. Dessa forma, as principais
propriedades funcionais de cada proteina, como a capacidade de bloquear o ciclo celular na
fase G2 e apoptose celular (no caso de Vpr) e a capacidade de Vif de interagir e bloquear a
proteina celular APOBEC, poderdo ser avaliadas comparando os alelos iniciais e tardios em

relacdo ao tipo selvagem.
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Capitulo 5. Conclusoes
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Os alelos de vif e vpr foram amplificados, clonados e sequenciados em dois
diferentes momentos de infec¢cao em individuos HIV-1 positivos.

A frequéncia de alteracdes deletérias para o virus, encontradas nos alelos de vpr do
estagio inicial € ligeiramente superior ao estagio tardio.

Os alelos de vif do estdgio inicial também apresentaram um maior nimero de
alteracdes deletérias. Principalmente com a presenca de cddons de parada (stop
codons) em triptofanos conservados (W).

Os alelos de vif do estagio inicial podem ter sido alvos de hipermutacdo, por meio da
acdo de APOBEC3G, que tem como caracteristica a introdu¢do de alteragdes que
levam a perda da funcdo da proteina viral acessoria. Isso ocorre com a introducao de
stop codons em fase de leitura, preferencialmente nos triptofanos das posigoes 21, 70,
174.

A menor frequéncia de alteracdes deletérias no estagio tardio ¢ um indicio de
aumento de infectividade viral nesse estagio.

Foi encontrado uma forte correlagdo negativa entre os niveis dos LT CD4+ e o score
das proteinas Vif e Vpr (representa as alteragdes).

A auséncia de alteragdes deletérias para as proteinas virais Vif e Vpr nos alelos do
estagio tardio, podem estar relacionadas com a queda de LT-CD4+ e
consequentemente com a deteriorizacao do sistema imune do paciente.

Os alelos das proteinas Vif e Vpr dos pacientes 8 e 9 nos dois diferentes periodos,
encontraram-se agrupados na arvore filogenética.

Foram detectados ramos com valores de bootstrap superiores a 50% entre sequéncias
do estagio inicial e tardio do mesmo paciente. Isso pode ser um indicio de uma
possivel co-evolugdo viral

Foi encontrada uma grande similaridade entre as estruturas tercidrias dos alelos
analisados de Vif e Vpr em relagdo ao consenso dessas proteinas. As alteragdes

presentes nos alelos possivelmente ndo ocasionam mudancas funcionais nas proteinas
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5.1 Perspectivas
Em base aos dados obtidos neste trabalho a respeito da caracterizacdo das sequéncias
de aminodcidos dos alelos de vif e vpr, presentes em diferentes periodos de infecgdo,

propomos como principais objetivos:

1. Clonar e expressar os diferentes alelos de vpr em linhagens de células T e linfocitos de
sangue periférico, com objetivo de analisar comparativamente a capacidade de induzir
parada do ciclo celular na fase G2 e de provocar apoptose (morte celular), entre os alelos
presentes nos estagios inicial e tardio da infec¢@o. Usar a técnica de citometria de fluxo para
estabelecer a quantidade de células em G2 e quantas células sofreram processo de apoptose,
quando comparamos alelos presentes nos estdgios inicial e tardio da infec¢do, com o tipo
selvagem.

2. Clonar e expressar os diferentes alelos de vif em linhagens de células T e linfocitos de
sangue periférico, com objetivo de analisar comparativamente a capacidade de interagir e
bloquear o seu alvo celular, as proteinas da familia APOBEC3 (A3G e A3F), entre os alelos
presentes nos estagios inicial e tardio da infec¢ao.

3. Clonar e expressar os diferentes alelos de vpr em vetores lentivirais com objetivo de
analisar sua cpacidade de promover a apoptose e parada do ciclo da célula em G2, no
contexto da infec¢ao viral.

4. Clonar e expressar os diferentes alelos de vif em conjunto com os alelos de vpr em vetores
lentivirais, com objetivo de analisar sua capacidade de bloquear a proteina celular APOBEC
(o que pode afetar a producdo do DNA viral) e assim interferir na capacidade desses virus

em promover a apoptose e bloqueio do ciclo da célula em G2, no contexto da infecgdo viral.
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7. Anexo

7.1. Sequéncias vif - Estagio Inicial

> Paciente E2 - clone E2.1F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTTGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E2 - clone E2.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAAGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E2 - clone E2.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAGAGCATGGAAGAGTTTAGTAAAACA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTCATACAGACATCACTATGAAAGCACTAATCCAAGAACAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTACATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGGCCTAGCAGACCAACTAAT
TCATACATATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCCATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCACGCAGGACATAGCAAGGTAGGATCCCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAGTAACACCAAAAAAGACAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTACGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCA
TTCAATGAATGGACACTAG

> Paciente E2 - clone E2.7F2
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTCTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTGATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTCAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAACAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E3 - clone E3.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E5 - clone E5.1F

ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAATACCTGGAAGAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATATCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGAAGGTGAATTGGTAATAATAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
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TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGAAAAAGGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTAACTTAGCAGACCATCTAAT
CCATCTGTATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCGGCTATAAGAAAAGCCATAGTAGGACGTTTAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTGATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTGCGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGTTGAATGGACACTAG

> Paciente E5 - clone E5.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAATACCTGGAAGAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATATCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGAAGGTGAATTGGTAATAATAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGAAAAAGGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTAACTTAGCAGACCATCTAAT
CCATCTGTATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCGGCTATAAGAAAAGCCATAGTAGGACGTTTAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTGATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTGCGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGTTGAATGGACACTAG

> Paciente E5 - clone E5.7F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAATACCTGGAAGAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATATCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGAAGGTGAATTGGTAATAATAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGAAAAAGGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTAACTTAGCAGACCATCTAAT
CCATCTGTATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCGGCTATAAGAAAAGCCATAGTAGGACGTTTAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTGATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTGCGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGTTGAATGGACACTAG

> Paciente E5 - clone E5.8F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAATACCTGGAAGAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATATCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGAAGGTGAATTGGTAATAATAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGAAAAAGGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTAACTTAGCAGACCATCTAAT
CCATCTGTATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCGGCTATAAGAAAAGCCATAGTAGGACGTTTAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTGATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTGCGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGTTGAATGGACACTAG

> Paciente E5 - clone E5.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAATACCTGGAAGAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATATCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGAAGGTGAATTGGTAATAATAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGAAAAAGGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTAACTTAGCAGACCATCTAAT
CCATCTGTATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCGGCTATAAGAAAAGCCATAGTAGGACGTTTAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTGATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTGCGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGTTGAATGGACACTAG

> Paciente E6 - clone E6.1F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E6 - clone E6.6F

ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
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TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E6 - clone E6.8F
ATGGAAAATAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E7 - clone E7.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAGAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCGTCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGATGAGTGGACACTAG

> Paciente E7 - clone E7.3F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAGAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCGTCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGATGAGTGGACACTAG

> Paciente E7 - clone E7.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAGAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCGTCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGATGAGTGGACACTAG

> Paciente E7 - clone E7.5F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAGAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCGTCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGATGAGTGGACACTAG

> Paciente E7 - clone E7.9R

ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAGAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCGTCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
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CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACGATGAGTGGACACTAG

> Paciente E8 - clone E8.1F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente E8 - clone ES8.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAAGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGAGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGATCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAAGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente E8 - clone E8.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACACATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente E8 - clone E8.5SF
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTACAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente E8 - clone E8.6F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGTCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGAGGACACTAG

> Paciente E8 - clone E8.7F

ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGAGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
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CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACTAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAAGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTTG

> Paciente E8 - clone E8.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTAGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTACGAGATGCAAGATTAGTAATAACAACATATTGAGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTAAGTCAAGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAAGTAAGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAAGATAGATAGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAAGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.1F
ATGGAAAACAGATGGTAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGCACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTGGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACGCATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGGCATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.3F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAGAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.5F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACACATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGGCTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGGCATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.6F

ATGGAAAACAAATGGCAGGTAATAATTGTGTGGCAAGTAGACAGAATGAGAATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATAGGTTTATAAACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
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TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACGCAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAACGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATTTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.7F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATCAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGGAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGCTACAGCGCACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTCTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente E9 - clone E9.8F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACGTGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACGATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTGTAAGAAATGCCCTATTAGGACATAAAGTTAGTCCTAGTTGTA
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACCAG

> Paciente E9 - clone E9.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTGATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAGAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

7.2. Sequéncias vif — Estagio Tardio

> Paciente L2 - clone L2.1R
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAGAGCATGGAAGAGTTTAGTAAAACA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTCATACAGACATCACTATGAAAGCACTAATCCGAGAACAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTACATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAACACACAAGTAGACCCTGGCCTAGCAGACCAACTAAT
TCATACATATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCCATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCACGCAGGACATAGCAAGGTAGGATCCCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAGTAACACCAAAAAAGACAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTACGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCA
TTCAATGAATGGACACTAG

> Paciente L2 - clone L2.3F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG
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> Paciente L2 - clone L2.6F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAGAGCATGGAAGAGTTTAGTAAAACA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTCATACAGACATCACTATGAAAGCACTAATCCAAGAACAAGTTCAG
AAGTACACATCCCATTAGGGGATGCTACATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAATAGACCCTGGCCTAGCAGACCAACTAAT
TCATACATATTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCCATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCACGCAGGACATAGTAAGGTAGGATCCCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAGTAACACCAAAAAAGACAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTACGAAACTGACAGAGGATAGATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCA
TTCAATGGATGGACACTAG

> Paciente L2 - clone L2.8F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGCTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L2 - clone L2.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGACTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
CATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAAGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGGCACTAG

> Paciente L8 - clone L8.1F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAGAATTTAGTGAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAAAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAAGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente L8 - clone L8.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACGGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L8 - clone L8.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACGTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGSAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGG

> Paciente L8 - clone L8.5F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCCGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
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CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCCATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGCAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACAATAG

> Paciente L8 - clone L8.6F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L8 - clone L8.8F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG
GAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACACTAG

> Paciente L8 - clone L8.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGGCATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAGTGGACAATAG

> Paciente L9 - clone L9.1F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTACCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGAACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATCAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.2F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGTCAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGGGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATCAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGGCCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.3F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
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CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGGGGAAAGAGAGATACAGTACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACCTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.4F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGGGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAATAGACCCTGGCTTAGCAGACCGACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAGGGAGAAAG
CCACCTTCGCCTAGTGTCACAACACAGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.5F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTAATAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACATATCCCACTAGGGGATGCCAAATTGATAATGACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCGGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATCTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAGCAAACCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.6F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTACCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGAACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATCAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.7F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATCAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGGAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGCTACAGCGCACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTCTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCCTATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.8F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTAATCCAAGAATGAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L9 - clone L9.9F
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGTTTAGTAAAATA
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CCATATGCATATTTCAAAGAAAGCTAAGAAATGGGTTTATAGACATCACTATCAAAGTACTGATCCAAGAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTGATAATAACAACATATTGGGGTCTGCACACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGCCAGGGAGTCTCCGTAGAATGGAGGAAAGAGAGATACAGCACACAAGTAGACCCTGGCTTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGTACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACATAGAGTTAGTCCTAGTTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAATACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAGAAGGAGAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTCACAACACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
CACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L10 - clone L10.3R2
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTATTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L10 - clone L10.8R
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCA
GAAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCA
TTTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAA
TTCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGT
GAATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAA
GCCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCC
ATACAATGAATGGACACTAG

> Paciente L10 - clone L10.9R
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGATGATTGTGTGGCAAGTAGACAGGATGAGGATTAACACATGGAAAAGATTAGTAAAACA
CCATATGTATATTTCAAGGAAAGCTAAGGACTGGTTTTATAGACATCACTATGAAAGTACTAATCCAAAAATAAGTTCAG
AAGTACACATCCCACTAGGGGATGCTAAATTAGTAATAACAACATATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGACTGGCAT
TTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAAGAGATATAGCACACAAGTAGACCCTGACCTAGCAGACCAACTAAT
TCATCTGCACTATTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATACCATATTAGGACGTATAGTTAGTCCTAGGTGTG
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTCTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAAAACCAAAACAGATAAAG
CCACCTTTGCCTAGTGTTAGGAAACTGACAGAGGACAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA
TACAATGAATGGACACTAG

7.3. Sequéncias vpr — Estagio Inicial

> Paciente E2 - clone E2.1R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E2 - clone E2.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E2 - clone E2.4R
ATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCATTCAATGAATGGACACTAGAGCTCTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGGTCTGGCTCCATGGCTTAGGGCAACATATTTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGAAGGAGCGCAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGCCAACATAGCAGG
ATAGGTATCACTCGACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAA
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> Paciente E2 - clone E2.7R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCATTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTGTGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E3 - clone E3.4R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E5 - clone E5.1R

ATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGTTGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAAGAAT
GAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGATTAGGACAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTTGGGCAGGA
GTGGAAGCCCTAATAAGTATGCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGAATAGGCATTACC

CCACGGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E5 - clone E5.2F
ATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGTTGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGATTAGGACAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCCTAATAAGTATGCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACCCCACGGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E5 - clone E5.7R
ATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGTTGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGATTAGGACAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCCTAATAAGTATGCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTATCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACCCCACGGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E5 - clone E5.8R
ATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGTTGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGATTAGGACAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCCTAATAAGTATGCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTATCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACCCCACGGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E5 - clone E5.9R
ATGGAACAAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGTTGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGATTTGGCTCCATGGATTAGGACAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCCTAATAAGTATGCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACCCCACGGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E6 - clone E6.1R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E6 - clone E6.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E6 - clone E6.6R2
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG
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> Paciente E6 - clone E6.8R2
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E7 - clone E7.2R
ATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E7 - clone E7.3R
ATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E7 - clone E7.4R
ATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E7 - clone E7.5F
ATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E7 - clone E7.9R
ATGGAACAAGCCCTAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACGATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.1R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATCTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAGTCTGTTAGGCATTTCCCTAAGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAGGTGCCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.4R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGCGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.5R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGAAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG
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> Paciente E8 - clone E8.6R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGTCACAGAGGGAGCCATACAATGAGAGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGACTTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.7R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCATACAATGAGTGGACACTTGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAAGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACGACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E8 - clone E8.9R
ATAGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAAGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAAGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGATGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAAGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAAGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.1F
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCGGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.3R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGATCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACGGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTACCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAAGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.5R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCACGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.6R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGGAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCGGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGAAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.7R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGGAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente E9 - clone E9.8R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACCAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGGAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG
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> Paciente E9 - clone E9.9R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAAGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

7.4. Sequéncias vpr - Estagio tardio

> Paciente L2 - clone L2.1R
ATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCATTCAATGAATGGACACTAGAGCTCTTAGAGGAGCTTAA
AAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGGTCTGGCTCCATGGCTTAGGGCAACATATTTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGAAGGAGTGCAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGCCAACATAGCAGG
ATAGGTATCACTCGACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAA

> Paciente L2 - clone L2.3R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACCTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGCGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L2 - clone L2.6R
ATGGAACGAGCCCCGGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAACCATTCAATGGATGGACACTAGAGCTCTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGGGTCTGGCTCCATGGCTTAGGGCAACATATTTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGAAGGAGTGCAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGCCAACATAGCAGG
ATAGGTATCACTCGACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAA

> Paciente L2 - clone L2.8R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCAAGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L2 - clone L2.9R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGGCACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGCCATGGCTTCATGGCTTAGGACTACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGGGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.1R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCAAGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAGTCTGTTAGGCATTTCCCTAAGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAGGTGCCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.4R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG
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> Paciente L8 - clone L8.5R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACAATAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.6R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.8R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACACTAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAGTCCGTTAGGCATTTCCCTAGGGTGTGGCTCCATGGCCTAGGGCAATATATCTATGAAACTTATGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L8 - clone L8.9R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAAGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAGTGGACAATAGAACTTTTAGAGGAGCTTAA
GAATGAATCTGTTAGGCATTTCCCTAAGGTGTGGCTCCATGGCCTAAGGCAATATATCTATGAAACTTATAAGGATACTT
AGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATTCATTTCAGAATTAGGTGTCGACATAGCAAA
ATAGGCATTACTCCACAGAGGAGAACAAGAAATAGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.1R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATCTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACGGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.2R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGGCCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCCAGACCATGGCTCCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGGATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.3R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGGATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGGGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.4R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGTTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAGCAACTGCTGTTTATCCATTTCAGGATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.5R
ATGGAGCAAACCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGGATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.6R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATCTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACGGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG
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> Paciente L9 - clone L9.7R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACACTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTACCCATTTCAGAATTGGGTGTCAACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAA

> Paciente L9 - clone L9.8R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATATCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGGATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAAAGGAGAGCAAGGAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAG

> Paciente L9 - clone L9.9R
ATGGAACAAGCCCCAGAGGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCACACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAGCTTAA
GAGAGAAGCTGTTAGACATCTTCCTAGACCATGGCTTCATGGCTTAGGACAACATACCTATGAAACTTATGGAGATACTT
GGACAGGAGTGGAAGCCTTAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTTGGTGCCAACATAGCAGA
ATAGGCATTGTTCGACAGAGGAGAGCAAGAAGAGATGGAGCCGGTAGATCCTAA

> Paciente L10 - clone L10.3R2
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L10 - clone L10.8R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

> Paciente L10 - clone L10.9R
ATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCATACAATGAATGGACACTAGAGCTTTTAGAGGAACTTAA
GAGTGAAGCTGTTAGACATTTTCCTAGGATATGGCTCCATAACTTAGGACAACATATCTATGAAACTTACGGGGATACTT
GGGCAGGAGTGGAAGCCATAATAAGAATTCTGCAACAACTGCTGTTTATCCATTTCAGAATTGGGTGTCGACATAGCAGA
ATAGGCGTTACTCGACAGAGGAGAGCAAGAAATGGAGCCAGTAGATCCTAG

7.5. Outros alinhamentos de Vif e Vpr
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Figura 7.1. Alinhamento das sequéncias contendo todas as alteracdes presentes nos alelos de vpr no estagio inicial da infecgio, para cada
paciente, independente da frequéncia em que aparecem dentre os alelos , com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as alteragdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido, as inser¢des ou dele¢des encontram-se

indicadas com um trago e os codons de parada sao indicados por um asterisco. Os dominios de Vpr encontran-se delimitados por meio de retangulos pretos (Morellet et al.,2003).
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Figura 7.2. Alinhamento das sequéncias contendo todas as altera¢des presentes nos alelos de vpr no estagio tardio da infecgio, para cada
paciente, independente da frequéncia em que aparecem dentre os alelos , com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.

Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as alteragdes estao indicadas com a letra correspondente ao aminoacido, as inser¢cdes ou delecdes encontram-se
indicadas com um trago e os codons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vpr encontran-se delimitados por meio de retangulos pretos (Morellet et al., 2003).
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Figura 7.3. Alinhamento das sequéncias contendo todas as alteracdes presentes nos alelos de vif no estigio inicial da infec¢iio, para cada
paciente, independente da frequéncia em que aparecem dentre os alelos , com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.
Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as alteragdes estdo indicadas com a letra correspondente a0 aminodcido, as insergdes ou
delecdes encontram-se indicadas com um trago e os cédons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vif encontran-se delimitados por
meio de retangulos pretos e os vermelhas delimitam residuos de aminoacidos importantes para a ligagdo com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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Figura 7.4. Alinhamento das sequéncias contendo todas as alteracdes presentes nos alelos de vif no estagio tardio da infec¢io, para cada
paciente, independente da frequéncia em que aparecem dentre os alelos , com a sequéncia de referéncia consenso do subtipo B do HIV-1.

Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as alteragdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido, as inser¢des ou

delecoes encontram-se indicadas com um traco ¢ os codons de parada sdo indicados por um asterisco. Os dominios de Vif encontran-se delimitados por

meio de retangulos pretos ¢ os vermelhas delimitam residuos de aminoacidos importantes para a ligagdo com APOBEC (Niewiadomska et al., 2009).
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7.6. Lista de Siglas e Abreviaturas

APOBEC - lipoproteina APO "B"

ARYV - AIDS - Associated Retrovirus

AZT- zidovidina

CA - capsideo

CCRS - co-receptor

CDC - "Centers for Disease Control and Prevention"
CD4 - proteina de superficie celular

CPH-1 - Complexo Principal de Histocompatibilidade
CREFs - Circulant Recombinat Forms

CXCR4 - co-receptor

DNA - 4cido desoxirribonucléico

dNTP - deoxinucleotideo trifosfato

gp120 - glicoproteina 120

M - metionina

L - microlitros

UM — micromolar

ml — mililitros

NL4.3 - cepa tipo "B" selvagem

nm — nandémetro

O - outlier

pb - pares de base

PBMC - células mononucleares de sangue periférico
PIC - Pre-Integration Complex

PR - protease

RBD - RNA Binding Domain

RER - reticulo endoplasmatico rugoro

RNA - 4cido ribonucléico

RNA-BP - RNA Binding Protein

HAART - Highly Active Anti-Retroviral Therapy
HTLYV - Human T-Lymphotropic Virus

ICTV - "International Committee on Taxonomy of Viruses"
IN - integrase

IFN- y - interferon-y

Kb - kilobases

kDa - kilodalton

LAV- LymphadenopatyAssociatedVirus

LTc - Linfocito T Citotdxico

LTRs - Long Terminal Repeat Sequences

RRE - Rev Responsive Element

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

HIV-1 - Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1
HIV-2 - Virus da Imunodeficiéncia Humanatipo2
TM- proteina transmembrana
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