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Resumo 
 

A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV - Human immunodeficiency 

Virus) caracteriza-se por  uma imunossupressão progressiva e aumento da infectividade e 

replicação viral.  Apesar dos exatos mecanismos moleculares envolvidos na patogênese 

do HIV não terem sido completamente elucidados, diversos fatores genéticos do 

hospedeiro e do vírus foram descritos. Dentre os fatores virais, encontram-se alterações 

em domínios protéicos de regiões biologicamente ativas de várias proteínas virais. As 

proteínas acessórias Vif e Vpr participam de diversos mecanismos patogênicos. Dentro 

deste contexto este projeto teve como principal objetivo caracterizar o pool de seqüências 

dos genes vif e vpr presentes em amostras de DNA genômico de células de sangue 

periférico de oito pacientes, sendo três deles em dois estágios da infecção (inicial e 

tardio). Foram obtidas 115 sequências, sendo 57 do gene vif e 58 do gene vpr. As 

alterações presentes nos diferentes domínios foram correlacionadas com as principais 

funções biológicas, com a progressão à doença (modelo de regressão linear simples) e 

com as estruturas terciárias das proteínas. Finalmente foram realizadas análises 

filognéticas de ambos os genes . Dentre as principais mudanças detectadas para os alelos 

de vif e vpr, podemos destacar : Em Vpr, L5P, S10P, R73G, R85P, R87K, V57A, G75K , 

G75R, nos alelos presentes no estágio inicial e S94G, F72L, W54 por stop codon, 

presentes nos dois estágios de infecção. No caso de Vif as principais mudanças 

detectadas foram: W38L, W21 por stop codon, W38 por stop codon, nos alelos do estágio 

inicial  e D101G e D101N em ambos os momentos. A análise da correlação entre as 

alterações presentes nos alelos de vpr e vif e os diferentes estágios clínicos da infecção 

pelo HIV-1, revelou que o score influencia a contagem de células CD4+. É possivel notar 

uma tendência no gráfico de regressão, onde quanto maior é o score, menor é o número 

de células CD4+. Há portanto uma forte correlação (r = -0,826 [Vpr] e r = -0,840 [Vif]) 

entre as mudanças nas proteínas acessórias Vpr (score 1) e Vif (score 2) e a diminuição 

das células CD4+. As arvóres filogenéticas geradas com base nas sequências dos alelos 

de vif e vpr indicam uma tendência de agrupamento entre os alelos dos mesmos pacientes 

nos estágios iniciais de finais. Não houve significativa mudança estrutural nas sequências 

analisadas, quando comparadas com a estrutura terciária 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 vírus 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 D101N 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 hás 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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1.1. Síndrome da Imunodeficiência Adquirida 

 O vírus da imunodeficiência humana (HIV - Human immunodeficiency Virus) é o 

agente causador da síndrome da imunodeficiência adquirida (Acquired Immune Deficiency 

Syndrome – AIDS) em humanos. Essa doença é caracterizada por uma imunossupressão 

progressiva, causada principalmente pela perda de linfócitos T auxiliares CD4+ (LTh) (Levy, 

1993)(Gallo, 2002), frequentemente acompanhada por infecções oportunistas ou pela 

ocorrência de um tipo de câncer, o Sarcoma de Kaposi. A infecção pelo HIV é crônica e a 

progressão da doença é lenta (Prusiner, 2002).  

 No início da década de 80 foram relatados os primeiros casos e, em pouco tempo, a 

epidemia ganhou proporções mundiais. Devido ao grau de morbidade e ao grande número de 

óbitos ocasionados pelo HIV, o impacto global desta infecção na economia e nos recursos de 

atendimento aos portadores do vírus foram, e continuam sendo, enormes. Conforme dados 

do Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS, 2009) de dezembro de 2009, 

mais de 25 milhões de pessoas já morreram com AIDS desde seus primeiros relatos, em 

1981, e atualmente, cerca de 33 milhões de pessoas vivem infectadas com o vírus em todo 

mundo (Figura 1.1). 

 

 
Figura 1.1. Número estimado de indivíduos portadores de HIV no ano de 2009 (UNAIDS, 2009). 

   

 Esses números evidenciam a importância dos esforços para o controle e combate a 

AIDS, uma vez que ainda não existe imunização profilática ou cura para essa enfermidade. 
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Entretanto avanços importantes foram conseguidos.  

 A pesquisa básica gerou um grande número de dados, tornando possível identificar o 

causador da AIDS, por meio do isolamento e identificação do seu agente etiológico, o HIV, 

em 1983. Atualmente, são conhecidos dois tipos de HIV: o HIV-1 e o HIV-2. O primeiro 

tipo, mais virulento, é responsável pela pandemia da AIDS. O HIV-2, além de ser menos 

patogênico, é restrito ao oeste da África (van Regenmortel et al., 2000)(Wigg, 2002).  

 Várias descobertas sobre a biologia do HIV-1 permitiram a elucidação das formas de 

transmissão, além do desenvolvimento de testes sorológicos e de drogas antivirais, que são 

essenciais ao controle da infecção pelo vírus (Gallo & Montagnier, 2002).  

 O advento de novas tecnologias para sequenciamento de DNA e o surgimento de 

diversos bancos de dados de sequências permitiram um melhor conhecimento do genoma do 

vírus e auxiliaram no entendimento do papel desempenhado pelos principais genes 

envolvidos na infecção pelo HIV (Votteler et al, 2008). 

 

1.2. Histórico  

 Em 1981, foram relatados os primeiros casos de AIDS, relacionados principalmente a 

homens que faziam sexo com outros homens. A imunodeficiência era associada ao 

aparecimento de um tipo de câncer, o Sarcoma de Kaposi, e uma série de infecções 

oportunistas que afetavam os indivíduos infectados. Em pouco tempo, devido ao número de 

casos registrados da doença, a AIDS atingiu proporções epidêmicas. As ocorrências em 

diferentes populações, incluindo homens heterossexuais, usuários de drogas, portadores de 

hemofilia, crianças e receptores de transfusões de sangue levaram a identificação de um 

mesmo agente responsável pela enfermidade, que era transmitido por meio de fluídos 

corporais das pessoas infectadas (Prusiner, 2002)(Votteler et al, 2008). 

 Dois grupos de pesquisa foram os principais responsáveis pela identificação e 

isolamento do HIV-1, sendo um liderado por Luc Montagnier, do Instituto Pasteur, em 

Paris/França, e o outro comandado por Robert Gallo, do Centro para Controle e Prevenção 

de Doenças (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 à cultura 
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de células de linfócitos T necessárias à replicação do HIV in vitro (Prusiner, 2002).  

 Em 1980, o grupo de pesquisa de Gallo, que possuía linhas de pesquisas relacionadas 

aos retrovírus, juntamente com colaboradores, descreveu o primeiro retrovírus humano 

(HTLV-I - human T-cell lymphotropic virus type I). Tratava-se de um vírus causador de 

leucemia em humanos. A descoberta do primeiro retrovírus 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 retrovírus humano, denominado HTLV-II. Esses pesquisadores acreditavam na 

hipótese de que a AIDS era causada por um vírus da mesma família do HTLV, porque ele 

apresentava o mesmo modo de transmissão e pelo fato de ambos se replicarem em linfócitos.  

 Um retrovírus humano distinto de HTLV-I e HTLV-II, com morfologia semelhante à 

de um lentivírus, foi apresentado pelo pesquisador Luc Montagnier em 1983. Esse retrovírus 

foi isolado a partir de uma amostra da biópsia de um paciente com linfodenopatia, utilizando 

um protocolo anteriormente descrito por Gallo e colaboradores (Montagnier, 1984).  Após 

serem encontrados traços de transcriptase reversa no cultivo de linfócitos T dessa amostra, 

enzima presente apenas nos retrovírus, os vírus isolados a partir dessa cultura receberam a 

denominação de vírus associado a linfoadenopatia (lymphadenopaty asociated virus – LAV) 

(Montagnier, 2002). Eles causavam a morte de linfócitos T auxiliares em cultura, 

diferentemente dos vírus HTLV. No mesmo período, o grupo de Gallo caracterizou um novo 

vírus, com características distintas dos vírus da família HTLV, que recebeu a denominação 

de HTLV-III. 

 Em 1984 o pesquisador Jay Levy e seus colaboradores da Universidade da Califórnia 

isolaram o vírus a partir de indivíduos assintomáticos, indicando o estado de portador do 

vírus, e denominando-o de retrovírus associado à AIDS (AIDS-associated retrovirus - ARV). 

Nesse mesmo ano, a relação do HIV como agente etiológico da AIDS foi aceita pela 

comunidade médica e científica (Gallo, 2002)(Montagnier, 2002)(Prusiner, 2002).  

 Em 1986, com o intuito de evitar o uso de diferentes denominações para o mesmo vírus 

responsável pela AIDS, o (ICTV - International Committe on Taxonomy of Viruses) 

recomendou nomear esse agente de vírus da imunodeficiência humana (HIV) (Levy J.A., 

1998). 

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



 5 

significativamente a transmissão do vírus por transfusão de sangue, o desenvolvimento do 

AZT em 1987, além da disponibilidade da terapia anti-retroviral altamente ativa (HAART) 

em 1995 foram de grande importância para a melhoria da vida dos portadores de HIV (Gallo 

& Montagnier, 2002).  

 

1.3. Estágios da progressão do HIV  

 A seguir será feita a classificação dos estágios de progressão da infecção pelo HIV, na 

ausência de tratamento. Inicialmente o HIV-1 causa um estado semelhante a de uma gripe, 

com febre baixa, que se inicia logo após a infecção e dura alguns dias. Ocorre então um 

periodo de alguns anos, caracterizado por altos níveis de multiplicação viral e infectividade 

(Dimmock et al 2007). Eventualmente a imunossupressão começa. 

• Fase A: varia de infecção primária pelo HIV à infecção subclínica assintomática, para 

linfadenopatia generalizada persistente (inchaço dos gânglios linfáticos), que indica que a 

imunossupressão começou e está progredindo. Sem tratamento, esta fase dura em média 10 

anos. Formalmente definida por apresentar >500 células T CD4 + / µl ou / mm3 de sangue 

(normalmente 800-1200 células / µl)(Figura 1.2) (Dimmock et al 2007). Fase Infecciosa. 

•    Fase B: pessoas sintomáticas, apresentando uma seleção de condições não 

encontradas na categoria C. Incluem perda de peso, infecções oportunistas (como a 

candidíase, febre, diarréia durante mais de um mês, e mais de um episódio de herpes-zoster). 

Estas condições sugerem um problema na imunidade mediada por células. A maioria das 

pessoas da categoria B têm entre 200 e 500 células T CD4 + / µl de sangue (Figura 1.2) 

(Dimmock et al 2007). Fase Infecciosa. 

•   Fase C: AIDS, incluindo pessoas com infecções mais graves ou câncer. Varia de leve, 

com infecções constantes, à severa, com infecções graves, grande perda de peso, miopatia, 

doença do sistema nervoso periférico e do sistema nervoso central (demência). A maioria das 

pessoas da categoria C possui contagem células <200 células T CD4+ / µL de sangue 

(Dimmock et al 2007) (Figura 1.2) Fase Infecciosa.  
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Figura 1.2.Curso da infecção pelo HIV-1. A relação inversa entre a carga viral e a concentração de células T 
no plasma. A, B e C se referem as categorias de infecção descritas no tópico anterior (Dimmock et al., 2007). 
 

1.4. Epidemiologia 

• Atualmente estima-se que 33 milhões de pessoas estejam infectadas pelo HIV no 

mundo (UNAIDS, 2009) 

• No ano de 2009, 2,6 milhões de pessoas foram infectadas pelo vírus (UNAIDS, 2009) 

• As mortes causadas pelo HIV, chegaram a 1,8 milhões de pessoas no mesmo ano 

(UNAIDS, 2009) 

• Mais de 7000 pessoas são infectadas por dia pelo HIV (UNAIDS, 2009) 

• Aproximadamente, 97% dessas pessoas recém-infectadas, são provenientes de países 

pobres. As mulheres correspondem a 51%. E 85%  das pessoas infetadas por dia possuem 

idade superior a 15 anos (UNAIDS, 2009) 

 

1.5. Classificação e Morfologia  

 O HIV-1 é um típico membro do gênero Lentivírus da família Retroviridae. O nome é 

derivado do latim Lente, uma referência ao longo período de incubação nos hospedeiros e 
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sua capacidade de persistir e replicar-se por muitos anos, antes de causar sinais clínicos da 

doença.  

 Os Lentivírus apresentam como características principais: (i) causa efeitos citopáticos; 

(ii) provoca deficiências imunológicas, desordens hepáticas e nervosas; (iii) deixa o 

indivíduo suscetível a doenças autoimunes. Apresentam ainda contínua mutação viral e 

capacidade de integração de uma cópia do DNA viral no DNA do hospedeiro. O vírus passa 

a ser denominado provírus, após seu genoma ser integrado no genoma da célula hospedeira 

(Dimmock et al, 2007). Trata-se de um vírus constituído de RNA fita simples, e por ser um 

retrovírus, utiliza a enzima transcriptase reversa para a transcrição do RNA em DNA. Além 

de possuir características gerais dos retrovírus, como a presença dos genes estruturais, gag, 

pol e env, os Lentivírus codificam proteínas acessórias (Nef, Vif, Vpr e Vpu) e regulatórias 

(Tat e Rev) da replicação viral. A descoberta do HIV estimulou a caracterização de vários 

outros Lentivírus, como aqueles isolados de primatas não humanos, SIV (simian 

immunodeficieny vírus) (Janeway et al., 2004)(Flint et al., 2004)(Votteler et al, 2008). 

  A análise de diversas sequências isoladas do HIV-1 permitiu a distinção de três 

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 

transferência independente, de lentivírus de primatas não humanos para humanos. No caso 

do HIV-1, teria ocorrido a transferência do vírus SIVcpz (chimpanzé) para seres humanos e 

oito linhagens de HIV-2 surgiram apartir da infecção por SIVsm (sooty mangabeys). O grupo 

M do HIV-1 tem a maior prevalência entre os casos de AIDS no mundo, principalmente o 

subtipo B, o de maior prevalência também no Brasil (Morgado et 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 vírion ou partícula viral possui um diâmetro que varia entre 80nm - 110 nm, um 

genoma de aproximadamente 9,8 kb e um envelope, oriundo da célula hospedeira. As 

glicoproteínas virais são derivadas de um precursor gp160, que é clivado por proteases 

celulares, produzindo as glicoproteínas gp120 de superfície (SU) e gp41, a glicoproteína 

transmembrana (TM). Na superfície do vírion, é possível detectar a presença de spikes, 

trímeros de gp41-gp120, em uma média de 14 por vírion. No interior do envelope, encontra-

se um outro envoltório, a matriz, que é constituída pela proteína p17. O capsídeo, que possui 
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formato cônico é formado pela proteína p24, e no interior dele encontram-se as duas cópias 

do genoma de RNA fita simples, com polaridade positiva, associadas às proteínas p7 e p6, 

formando o nucleocapsídeo. As enzimas virais transcriptase reversa (RT), integrase (IN) e 

protease (PR) também são encontradas dentro da partícula viral. Pode ocorrer ainda a 

presença de proteínas oriundas da célula hospedeira, como o MHC-II (MHC de classe 2) 

associado ao envelope e a ciclofilina. A associada ao capsídeo (Figura 1.3) (Carter et al, 

2007)(Larder et al., 2001).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

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

1.6. Genoma do HIV 

 O genoma do HIV (Figura 1.4) é relativamente grande, apresentando um número maior 

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

 

 
Figura 1.4. Estrutura genômica do vírus da Imunodeficiência Humana ( HIV-1). Os genes gag, pol e env 
(barras lilás, azul e verde respectivamente) codificam proteínas estruturais. Os genes tat e rev (barras roxas e 
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laranjas respectivamente) codificam proteínas regulatórias. Os genes nef, vif, vpr e vpu (barras vermelhas, 
cinzas, amarelas, rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteínas acessórias. Nas terminações 3’ e 5’, 
encontram-se as sequências repetitivas longas, chamadas de LTRs (Greene e Peterlin, 2002). 

 

 As partículas virais possuem duas cópias de RNA de polaridade positiva, sendo que os 

vírions podem ser descritos como diplóides. Estas duas moléculas estão presentes dentro dos 

vírions na forma de um dímero, formado por pareamento entre bases complementares. 

Dentro das partículas virais são encontrados ainda uma molécula de RNA transportador 

(tRNAlys-3 no caso do HIV-1 e HIV-2) proveniente da célula hospedeira, que interage por 

complementaridade de bases a uma região do RNA viral conhecida como primer biding site 

(PBS) (Carter et al, 2007).  

 O genoma do HIV-1 contém nove genes diferentes, sendo três deles comuns a todos os 

retrovírus: gag (que codifica as proteínas estruturais), pol (que codifica as enzimas virais 

protease [PR], transcriptase reversa [RT] e integrase [IN]), além de env (que codifica as 

glicoproteínas do envelope, gp120 e gp 41). Esses genes são considerados estruturais. Os 

genes gag, pol e env são traduzidos em poliproteínas precursoras, que são posteriormente 

clivadas por proteases celulares e por uma protease viral (Flint et al., 2004)(Votteler et al, 

2008) 

 Diferentemente dos demais retrovírus, o genoma do HIV possui ainda os genes 

regulatórios, tat e rev, além de quatro genes acessórios: nef, vif, vpr e vpu. Essa denominação 

de genes acessórios está baseada no fato de que as proteínas oriundas desses genes não são 

essenciais para a replicação do vírus in vitro, entretanto desempenham importante papel in 

vivo, principalmente em relação a aspectos relacionados a evasão e manipulação da resposta 

imunológica adaptativa e inata (Malim, 2008).   

 A diferença genômica entre o HIV-1 e o HIV-2 está na presença do gene vpx no HIV-

2. A proteína 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 não possui efeito algum sobre o ciclo celular. 

Entretanto, Vpx é essencial em células que não estão se dividindo (non-dividing cells), como 

macrófagos e células dendritícas.  Devido a origem evolucionária comum, alto grau de 

homologia e a divergência de funções, Vpx e Vpr de HIV-1 são considerados parálogos 

(Fletcher et al. 1996)(Guyader et al. 1989)(Pancio et al. 2000)(Yu et al. 1991). Flanqueando 

as extremidades 3’ e 5’ do provírus, são encontradas longas sequências repetidas 
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denominadas de LTRs (long terminal repeats), que regulam a integração do vírus ao genoma 

hospedeiro, a expressão gênica e a replicação (Figura 1.4)(Larder et al., 2001)(Wigg, 2002). 

 O gene gag é traduzido em uma poliproteína precursora de 55 kDa, denominada p55 

Gag. Essa é clivada pela protease viral em quatro proteínas menores: p17, que forma a 

matriz; p24, que constitui o capsídeo; p7, que constitui o nucleocapsídeo; p6, que tem função 

de intermediar a incorporação da proteína Vpr aos vírions; e dois peptídeos espaçadores p1 e 

p2. Essas proteínas são encontradas nas partículas virais maduras do HIV-1 (Göttlinger, 

2001)(Larder et al., 2001).  

 O gene pol codifica uma poliproteína precursora das enzimas virais PR, RT e IN. A 

sequência do gene pol não possui um códon de iniciação. Assim, não pode ser traduzida de 

forma independente. As poliproteínas Pol e Gag são traduzidas de maneira fusionada, 

formando um precursor denominado Gag-Pol. A protease viral cliva o polipeptídeo Pol, 

separando-o de Gag, e, posteriormente, cliva Pol para gerar PR, RT e a IN. Porém, é somente 

no meio extracelular, após a liberação do vírus da célula hospedeira, que a protease viral 

sofre auto-ativação e inicia o processo de clivagem, tornando infecciosa a partícula viral. 

Todos os produtos do gene pol podem ser encontrados dentro das partículas virais do HIV-1 

(Larder et al., 2001)(Carter et al, 2007)(Votteler et al, 2008).  

 O gene env codifica uma poliproteína precursora, que é sintetizada na forma de um 

trímero, com ligações não covalentes entre as subunidades gp120 e gp41 (Flint et al., 

2004)(Moore & Doms, 2003).  

 O gene tat codifica um transativador transcricional que é essencial à replicação do 

HIV-1. Tat é uma proteína originalmente descrita como um ativador do promotor LTR do 

HIV-1, tendo sido mostrado posteriormente sua capacidade de regular a transcrição reversa, 

o que afeta a expressão de vários genes celulares e virais. Tat liga-se ao RNA, reconhece 

uma seqüência em forma de loop, denominada elemento de resposta à transativação 

(transactivation response element- TAR), localizada na extremidade 5’ de todos os RNAs 

mensageiros do HIV-1. Algumas proteínas celulares ligam-se a TAR, dentre elas uma 

quinase, que fosforila componentes do complexo da RNA polimerase II. Como resultado 

dessa ligação, há o aumento na taxa de produção de transcritos virais primários de pelo 

menos 1000 vezes (Larder et al., 2001)(Flint et al., 2004)(Votteler et al, 2008). 

 O transcrito completo do HIV possui múltiplos sítios de processamento alternativo 
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(splicing). O processamento alternativo dos RNAs mensageiros é requerido para expressão 

eficiente dos genes virais. As proteínas Tat, Rev e Nef são processadas na fase inicial da 

infecção e acumulam-se devido à ativação transcricional produzida por Tat. O acúmulo da 

proteína Rev é responsável pela mudança da fase inicial para a fase tardia do ciclo de 

replicação do HIV-1. Rev é uma proteína que se liga ao RNA e reconhece um elemento 

estrutural específico na região de env, denominado elemento de resposta a Rev (Rev -

Response Element- RRE). Essa proteína ativa a exportação nuclear de transcritos não 

processados completos ou parcialmente processados, ou seja, que não sofreram 

processamento e contêm o elemento RRE. Dessa forma, Rev facilita a síntese das proteínas 

virais estruturais e garante a viabilidade do genoma completo de RNA do HIV-1. Rev 

também está envolvida no transporte dos transcritos de fase tardia dos genes vpr, vpu e vif 

para o citoplasma da célula hospedeira. No entanto, esses mRNAs só saem do núcleo após 

múltiplas cópias 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 

informação incorreta de que seria responsável por regular negativamente a transcrição dos 

vírus. No entanto, nef promove a persistência viral e leva a uma progressão mais rápida para 

a AIDS. Nef constitui-se numa proteína que interage com outras proteínas da célula 

hospedeira para facilitar sua resistência à ação do sistema imune e diretamente contribuir 

para a infectividade do vírus (Kirchoff et al., 1999). 

 A proteína viral U ou Vpu é essencial à maturação e liberação das partículas virais. Da 

mesma forma que Vif e Vpr, Vpu tem como alvo para degradação, proteínas 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 iônicos em membranas celulares 

(Schubert et al., 1996). Através desses atributos, ele antagoniza os fatores celulares capazes 

de restringir a liberação dos virions nascentes das células infectadas. Um dado recente indica 

que um desses fatores de restrição celular é a proteina transmembrana BST-2/CD317 

(Tetherin), que retêm virions na superfície da célula (Neil et al. 2008)(Van Damme et al. 

2008).  

A proteína viral regulatória “R” ou VPR é incorporada à partícula viral pelo peptídeo 

p6 de Gag. Vpr foi caracterizada como um importante regulador de apoptose na célula 
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infectada, existindo fortes evidências de que ela esteja envolvida na sobrevida viral e 

progressão à AIDS. Entretanto, esta proteína desempenha outras funções vitais ao ciclo viral, 

tais como: (i) aumento da eficiência do processo de transcrição reversa; (ii) transativação do 

promotor do HIV-1 (long-terminal repeat, LTR); (iii) facilitação da importação do complexo 

de pré-integração viral (PIC); (iv) interrupção do ciclo celular no estágio G2 e modulação da 

sinalização do receptor de célula T (TCR)(T-cell receptor) (Andersen et al., 2005)(Le Rouzic 

et al., 2005). 

 A proteína viral Vif, fator de infectividade viral (viral infective factor), tem papel 

importante na infecção e na replicação do vírus em células não permissivas, sendo essencial 

para infecções in vivo. A principal função de Vif é neutralizar a atividade antiviral de 

membros da família de citidina deaminases celulares, APOBEC3B, APOBEC3F and 

APOBEC3G. Na ausência de Vif, APOEBEC3G é empacotado nos vírions, resultando na 

deaminação de citidina em uracila durante a replicação viral, culminando na produção de 

provírus não funcionais (Holmes et al., 2007)(Soros et al, 2007). As duas últimas proteínas 

citadas serão analisadas de maneira mais detalhada a seguir. As funções desses genes estão 

resumidas na Tabela 1.1.  
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Tabela 1.1. Relação dos genes do HIV-1 e algumas de suas funções. 

Proteína Função 
Gag 

 

 

 

 

 

 Proteína do Capsídeo se liga ciclofilina “A”. 

 Proteína Matriz (MA), por miristol auxilia Gag para lipid raft e 

importa (PIC) para fosforilação. 

 Proteína associada ao RNA - auxilia no brotamento, interage com 

Vpr, PTAP-TGS101. 

Transcriptase Reserva 

 

 Responsável pela transcrição reversa, com função de DNA 

polimerase. 

         RNA dependente, RNAse H e DNA polimerase – DNA dependente. 

Protease 

 

 Realiza o processamento das poliproteínas precursoras virais. 

Integrase 

 

 Realiza a integração do DNA proviral. 

Envelope (Env)  Clivada no retículo endoplasmático em gp120(SU) e gp41(TM). 

• gp120 se liga a CD4 e ao receptor da quimiocina (CCR5 e CXCR4). 

• Gp41 medeia fusão com a membrana citoplasmática. 

• Contém elementos responsivos ao RNA (RRE) que liga a Rev. 

Ativador transcricional (Tat)  Liga-se a região de ativação transcricional (TAR).  

• Associa-se ao W da ciclina T1 e CDk9.  

• Aumenta a extensão da RNA Pol II.  

 Regualador da expressão viral 

(Rev) 

 

 Liga-se ao RRE.  

• Inibe o splicing do RNA viral. 

• Exporta RNA spliced incompleto do núcleo. 

Fator de regulação negativa 

(Nef) 

 Modulação de CD4/MHC I. 

• Bloqueia apoptose. 

• Aumenta a infectividade viral. 

• Altera o estado da ativação celular. 

• Aumenta patogênese.  

 Fator de infectividade viral 

(Vif) 

 Supera os efeitos inibitórios da célula do hospedeiro. 

• Estabiliza o complexo RT. 

• Aumenta a infectividade viral. 

• Auxilia a síntese do DNA proviral e/ou empacotamento viral. 

Proteína viral “R” (Vpr)  Retarda a fase G2. 

• Facilita a infecção de Macrófagos. 

Proteína viral “U” (Vpu)  Promove a degradação de CD4. 

• Auxilia a liberação do vírus.  

Proteína viral ”X” (Vpx)  Auxilia na infecção  
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1.7. Ciclo de replicação do HIV 

Da mesma maneira que outros vírus, o HIV replica-se  dentro da célula do hospedeiro 

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

caminho desde sua entrada até o núcleo da célula alvo, onde integrará seu material genético 

(Figura 1.5).  

 

 
 

Figura 1.5. Ciclo de replicação do vírus da Imunodeficiência Humana (HIV-1) (adaptado de Carter., 2007). 

1-Ancoramento 

2-Entrada 

3- Transcrição reversa 

3.1-Integração  

4-transcrição 

5-Tradução 

CCR5 
ou 

CXCR4 
 

3.1 
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6-Replicação do genoma viral 

7-Montagem da partícula viral 

8-Saída 

 

A infecção da célula hospedeira inicia-se pelo reconhecimento do receptor CD4 pela 

glicoproteína de supefície do vírus, gp120. Em seguida, como consequência de mudanças 

conformacionais induzidas pela ligação CD4-gp120, outra glicoproteína também presente na 

superfície viral, a gp41, reconhece um co-receptor, um dos receptores de quimiocinas CCR5 ou 

CXCR4, e esse processo resulta na fusão de ambas as membranas (Feng et al, 1996). A fusão 

permite que o capsídeo viral alcance o citoplasma. A maioria das linhagens do HIV-1 usa CCR5 

como co-receptor, sendo conhecidos como vírus R5. Infectam preferencialmente macrófagos e não 

induzem a formação de sincícios.  As linhagens de vírus que usam o co-receptor CXCR4 são 

conhecidas como vírus X4 e infectam principalmente linfócitos, induzindo a formação de sincícios. 

O receptor de quimiocina CCR5  encontra-se na superfície das principais células alvo, como LT 

CD4+, macrófagos e células dendríticas e o co-receptor CXCR4 é  encontrado em linfócitos 

(Clapham et al., 2001)(Clapham et al., 2002)(Milich et al., 1993)(Founchier, 1995). Em metade das 

infecções causadas pelo vírus do subtipo B, o surgimento do co-receptor CXCR4 está associado à 

progressão da doença (Spijkerman et al., 1995). 

Uma vez dentro da célula, o vírus abre o capsídeo, por um processo pouco entendido, mas 

que provavelmente envolve proteínas 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-integração (PIC), o qual compreende as 

moléculas de RNA viral, molécula de tRNALys-3 e as proteínas virais: transcriptase reversa, 

integrase, matriz, nucleocapsídeo, Vpr, Vif e duas proteínas do hospedeiro, HMGI (Y) e a barreira 

de autointegração (BAF), que se ligam ao DNA viral e auxiliam na  sua integração (Chen et al., 

1999)(Miller et al., 1997). A RT viral é a responsável pela síntese do DNA dupla fita do vírus.  

O PIC se move em direção ao núcleo usando a rede de microtúbulos da célula. Neste 

processo, a interação de Nef com a proteína celular Vav (um fator de intercâmbio de guanina ou 

GEF (guanine nucleotide exchange factor) desencadearia uma série de funções efetoras, culminando 

com o reordenamento do citoesqueleto e consequentemente facilitando a migração do PIC para o 

núcleo (Fackler et al, 1999)(Pulkkinen, 2004). Uma vez na vizinhança do núcleo, o PIC deve 

enfrentar outro obstáculo, atravessar um poro nuclear significamente menor que o seu tamanho. 
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Neste processo, algumas proteínas virais teriam um papel chave, como a proteína viral MA (matriz), 

que está envolvida neste fenômeno, caracterizando assim um sinal de localização nuclear (NLS), 

que é reconhecido pelas importinas a e b, as quais fazem parte da via clássica de importação de 

proteínas para o núcleo.  

Após passar por todos esses obstáculos, o DNA proviral se integra em diferentes locais no 

genoma do hospedeiro, podendo levar a um estado de latência ou de replicação, dependendo do 

local e da disponibilidade de fatores transcricionais. A integração eficaz do DNA viral dentro do 

cromossomo, em regiões próximas a genes ativos após a infecção pelo HIV, é mediada pelos 

integrantes do PIC, citados anteriormente (proteína viral IN e duas proteínas celulares identificadas, 

como HMGI(Y) e a barreira da autointegração (BAF)(Bushman, 2002). Os provírus da maioria 

retrovírus são constituídos por uma dupla fita de DNA. Mas o HIV e outros lentivírus possuem uma 

estrutura conhecida como DNA flap, que consiste na formação de um domínio triplo-helicoidal no 

DNA durante o processo de transcrição reversa e foi descrito como um importante fator na migração 

do PIC, com papel vital nos estágios iniciais de infecção (Zennou et al, 2000)(Carter et al., 2007). 

  A transcrição do DNA viral é dirigida pelo 5’ LTR (long terminal repeat), o qual possui 

sequências promotoras e sítios de ligação a fatores de transcrição, incluindo AP-1 e Sp-1. Upstream 

a essas sequências, são encontrados sítios para a ligação de outros fatores como NF-κβ e NFAT. 

Uma transcrição eficiente é promovida após a ligação da proteína viral Tat com uma sequência 

localizada em LTR, que recebe o nome de TAR (Tat Activating Region). Essa, por sua vez, possui 

um sítio de interação com a ciclina T. Tat também se liga a ciclina T, e então a proteína quinase 

Cdk9 é recrutada e interage com a ciclina T. Essa interação ativa Cdk9, que hiperfosforila o domínio 

C-terminal da RNA polimerase II, aumentando a elongação dos transcritos virais do HIV-1. Outras 

proteínas celulares participam do processo de ativção da transcrição por Tat (Lodish et al., 2005)  

As funções das proteínas virais Tat e Rev estão relacionadas à transcrição viral. Tat liga-se 

aos transcritos nascentes e garante que todo o genoma do vírus seja transcrito.  Rev liga-se ao RNA 

viral que sofreu splicing incompleto e ao RNA que não sofreu splicing e auxilia seu transporte para 

o citoplasma, enquanto as proteínas virais tardia são traduzidas. Rev é reciclado para ser utilizado 

novamente no núcleo (Carter et al, 2007). A transcrição do genoma viral gera vários transcritos 

primários, alguns como os codificantes para Tat, Nef e Rev, os quais são processados na ausência de 

sequências inibitórias de RNA de splicing e são transportados para o citoplasma (Yang et al., 2001). 

Outros são procesados de forma incompleta ou não são processados, devido à carência de sítios de 
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splicing nos transcritos, e a efeitos inibitórios da proteína viral Rev, que interage com alguns fatores 

celulares (Powell et al, 1997). Estes transcritos codificam algumas proteínas estruturais e 

proporcionam o genoma viral necessário para ser empacotado dentro do capsídeo. Dessa forma, o 

equilíbrio entre estes dois mecanismos,  splicing total e parcial, é requerido para a propagação da 

infecção. 

Alguns genes virais apresentam expressão na fase tardia de replicação do vírus, como Gag e 

a poliproteína Gag-Pol, traduzidos a partir de transcritos que não sofreram splicing. As demais 

proteínas virais (Vif, Vpr, Vpu e Env) são traduzidas com base em transcritos que sofreram processo 

de splicing de maneira independente. Env e Vpu são traduzidos no retículo endoplamático rugoso. 

Os virions são montados no citoplasma da célula hospedeira e tem como principais 

componentes as proteínas virais Nef, Vpr, Vif, TR e IN, além de um dímero de RNA. Moléculas de 

Gag e Gag-Pol formam um arranjo ordenado, e seus domínios ligam-se ao genoma do vírus e em 

proteínas que serão incorporadas aos vírions “nascentes”. Os domínios básicos do NC ligam-se ao 

genoma viral, inicialmente em um domínio conhecido como ψ , que é a essencial no sinal de 

“empacotamento”.  Os domínios do CA ligam-se a proteína da célula hospedeira ciclofilina A, 

enquanto a região p6 de Gag liga-se a proteína viral Vpr. Moléculas da proteína Vif são também 

incorporadas nos viríons. Vif tem um papel muito importante na degradação das citidinas 

deaminases APOBEC3G e APOBEC3F, que poderiam interferir negativamente na replicação do 

vírus na próxima célula hospedeira. Após a formação do dímero Gag-Pol, a protease sofre um 

processo autocatalítico de clivagem para a formação das enzimas virais PR, RT e a IN. Em seguida, 

a protease cliva as poliproteínas de Gag nos constituintes dos vírions maduros. Após o recrutamento 

de proteínas celulares, relacionadas com a formação dos corpos multivesiculares (MVBs), a 

particular viral utiliza a via de exocitose para formar vesículas intraluminais (Pornillos et al., 2003), 

o que culmina no brotamento das partículas virais englobadas em uma porção da membrana 

plasmática da célula. 

 

1.8. A proteína viral R (Vpr) 

A proteína viral R (Vpr), originalmente denominada proteína viral regulatória, recebeu essa 

denominação porque quando sua fase de leitura era interrompida por mutagênese, o vírus 

resultante apresentava uma replicação mais lenta (Hattori et al. 1990)(Ogawa et al. 1989)(Wong-

Staal et al. 1987). A proteína Vpr aparece em dois momentos diferentes durante a replicação viral, 
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entrando nas partículas virais por meio de uma interação direta com a região p6 da porção C-

terminal do precursor de Gag (Planelles et al., 2009). Consequentemente, está presente no 

citoplasma de células recém infectadas (Tungaturthi et al., 2003). Vpr é então expressa de novo 

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

 

1.8.1. Estrutura de Vpr 

  Apesar de pequena (96 aminoácidos e aproximadamente 14 kDa), Vpr é uma proteína 

multifuncional (Figura 1.9.1) (página 32). Foi caracterizada como um importante regulador de 

apoptose na célula infectada, existindo fortes evidências de que ela esteja envolvida na sobrevida 

viral e progressão à AIDS (Connor et al. 1995) (Somasundaran et al., 2002)(Lum et al., 2003). 

Entretanto, esta proteína desempenha outras funções vitais ao ciclo viral, tais como: (i) aumento 

da eficiência e da precisão no processo de transcrição reversa; (ii) transativação do promotor do 

HIV-1 (long-terminal repeat, LTR); (iii) facilitação da importação do complexo de pré-integração 

viral (PIC); e (iv) modulação da sinalização 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 α-hélices abrangendo os resíduos 17-33, 38-50 

e 55-77, flanqueados por estruturas flexíveis, não estruturadas dos domínios N e C terminal 

(Figura 1.6 e 1.7)  (Morellet et al., 2003). Quatro prolinas conservadas (posições 5, 10, 14 e 35), 

sujeitas a isomerização cis/trans, são encontradas no dominío N-terminal (Bruns et al., 2003). 
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Figura 1.6. Estrutura de Vpr. (A) A seqüência de Vpr encontra-se conservada ao longo dos lentivírus de 

primatas. Os aminoácidos das posições 65a e 80a encontram-se, respectivamente, no meio dos domínios LR e 

HSRIG. Sabe-se que a integridade de HSRIG é essencial para o efeito de Vpr sobre o ciclo celular. (B) A 

estrutura terciária de Vpr. Em verde estão representadas as regiões flexíveis de Vpr e em púrpura, azul e laranja 

estão, respectivamente, a 1a, 2a e 3a hélices. (adaptado de Morelet et al., 2003) 
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Figura 1.7. Estrutura de Vpr determinada por ressonância magnética. Os cilindros representam as regiões 

de alfa hélice compreendidas entre os aminoácidos indicados por números. N (amino terminal); C (carboxi 

terminal); GR (receptor de glicocorticoíde). Algumas regiões encontram-se marcadas com suas respectivas 

funções. A região C terminal está associada a interação com a proteína celular alvo de Vpr para degradação. 

(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 proteína viral (Zander et al., 2003). O 

carboxi terminal de Vpr contém seis resíduos de arginina (R) entre as posições 73 e 96. Esse 

domínio apresenta similaridade em relação a domínios protéicos de transdução, ricos em arginina 

(R), o que pode explicar as propriedades de transdução de Vpr, incluindo a capacidade de 

atravessar a bicamada lipídica da membrana celular (Coeytaux et al., 2003)  (Kichler et al., 

2000)(Sherman et al., 2002). Em adição, a terceira alfa hélice de Vpr é rica em resíduos de 

leucina (Schuler et al. 1999), e um lado dessa hélice apresenta um trecho de cadeias laterais 

hidrofóbicas que formam um motivo zipper de leucina (Schuler et al. 1999). Essa região é 

responsável pela formação dos oligômeros de Vpr (Fritz et al., 2008)(Mahalingam et al., 

1997)(Schuler et al., 1999)(Wang et al., 1996) e a possível interação com alguns parceiros 

celulares. Ainda não está totalmente elucidada a forma com que o estado multimérico ou dimérico 

afeta as funções de Vpr.  

N 
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Um estudo recente usando citometria de fluxo com fluorescência e transferência de energia 

por ressonância em tempo real confirmou que moléculas de Vpr podem ficar ligadas dentro das 

células (Bolton et al., 2007). Essa ligação entre moléculas de Vpr é dependente de uma região de 

ligação localizada na terceira α-hélice (Figura 5) e mutações nessa região, como I63E e I70S, e 

não prejudicam a habilidade de Vpr induzir parada no ciclo celular na fase G2 (Bolton et al., 

2007). Já mutações no domínio rico em arginina, como R80A e R87/88A, não impedem a 

associação Vpr-Vpr, mas tornaram esse mutantes incapazes de provocar parada no ciclo celular 

em G2 (Bolton et al., 2007). Portanto a dimerização de Vpr não é requerida para indução de 

alterações no ciclo celular.  

A marca principal da patogênese do HIV-1 é a depleção progressiva das células T CD4+ e 

a grande propensão dessas células á apoptose. Nesse sentido, Vpr é um importante fator 

apoptótico. Foi caracterizado ainda um mecanismo de apoptose mediado por Vpr, envolvendo a 

interação física do domínio Vpr71-82 (mitochondriotoxic domain), contendo a sequência 

conservada 71-HFRIGCRHSRIG-82, com o translocador de nucleotídeo adenina (ANT). A família 

das proteínas fosfatases Ser/Thr (PP2A) interage com várias proteínas virais para regular vias de 

crescimento celular e apoptose. Estudos anteriores envolvendo duplo híbrido indicaram o 

envolvimento de PP2A1 com a indução 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 Vpr77-92 

apontam essa região de Vpr como um novo domínio functional da proteína, responsável pela 

internalização de Vpr em células não infectadas e com funções pró-apoptóticas. A aparente 

redundância na porção final dessa proteína quanto a indução de apoptose, apenas reforça a 

importância da mesma na infecção pelo HIV (Godet et al., 2010). As principais funções dessa 

proteína e sua interação com algumas proteínas celulares serão destacadas a seguir. 

 

1.8.2. Funções de Vpr 

Nesta seção, descreveremos as proteínas celulares que muito provavelmente interagem 

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

 

No início da infecção, a proteína Vpr aumenta a eficiência da transcrição reversa 

interagindo com a enzima de reparo celular, a uracil DNA glicosilase (UNG2), a qual tem como 

função retirar os dUTPs incorporados erroneamente no DNA. A transcriptase reversa do HIV-1 é 

uma DNA polimerase dependente de RNA, propensa a erro, sendo que a deleção de vpr leva a um 

aumento de erro em 4 a 18 vezes, dependendo do tipo celular (Harrington et al., 2005)(Iordanskiy 

et al., 2006) (Mansky et al., 1996)(Mansky et al., 1995).  

Vpr interage com UNG2, usando um resíduo de triptofano (Trp) na posição 54, localizado 

no loop que conecta a segunda e terceira α hélice de Vpr. Mansky e colaboradores  propuseram 

que a interação entre Vpr/UNG2 em células que estão produzindo vírus contribui para a 

incorporação de UNG2 cataliticamente ativa na partículas virais, onde UNG2 pode diretamente 

influenciar a precisão da transcriptase reversa e talvez assim contribuir para a habilidade do HIV-

1 de se replicar em macrófagos. Recentemente, um novo papel resultante da interação Vpr-UNG2 

foi proposto, tendo por base a observação que Vpr levou a degradação proteassomal de UNG2 

(Schrofelbauer et al., 2005). Esse grupo propôs um efeito negativo na replicação viral, em 

decorrência do aumento no número de sítios abásicos nos transcritos virais. Apesar das proteínas 

APOBEC3 serem alvos da proteína viral Vif, a atividade residual da proteína APOBEC3 pode 

deixar alguns resíduos de uracila que, quando reconhecidos pela maquinaria de reparo de DNA da 

célula hospedeira, podem ser convertidos em sítios abásicos. Isso produz um efeito negativo na 

replicação viral de duas formas: (i) sítios abásicos podem bloquear a síntese da fita senso 

(positiva) de DNA pela transcriptase reversa; ou (ii) esses sítios podem ser alvos de nucleases 

apurínicas/apirimidínicas (Yang et al., 2007). A presença de resíduos de uracila nos transcritos 

intermediários da transcrição reversa, na ausência de UNG, impede o pareamento para a síntese da 

fita positiva (Klarmann et al., 2003). Portanto, os modelos propostos por Schrofelbauer e 

colaboradores e Mansky e colaboradores para explicar a interação entre Vpr/UNG2 são 

antagônicos, considerando que um propõe efeito benéfico, enquanto o outro propõe um efeito 

deletério. Em 2006, Kaiser e Emerman não encontraram nenhuma papel relacionado a presença de 

UNG2 ou sua atividade na replicação viral, mas essa isso ainda permanence controverso 

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

Quando o DNA proviral é integrado ao DNA da célula hospedeira, Vpr promove a 

transcrição dos genes virais por meio da direta interação com o promotor LTR (long terminal 

repeat), resultando no recrutamento de vários fatores  de transcrição ou co-fatores para promotor 

LTR. 

Essa transactivação do LTR parece ser um efeito modesto, em comparação ao exercido 

pela proteína TAT, mas age de forma sinergística com ela (Cohen et al., 1990) (Sawaya et al., 

2000). Um fato interessante é que esta função encontra-se conservada entre os diferentes isolados 

do HIV-1, HIV-2, SIVmac e SIVagm (Philippon et al., 1999), sugerindo ser uma importante 

função in vivo. A transativação mediada por Vpr também foi relacionada a capacidade de 

interromper o ciclo celular na fase G2 (Goh  et al., 1998), uma vez que eleva a produção e 

regulação de genes celulares que podem aumenta a permissividade á infecção viral. Um modelo 

proposto envolve a interação com várias proteínas regulatórias celulares, como o receptor de 

glicocorticóides (GR), o complexo p300 / CBP (Kino et al., 2002) e fatores de transcrição SP1, 

NF-kB e TFIIB (Hogan et al., 2003) (Amini et al., 2004). 

 É importante mencionar que Vpr promove a transcrição dos genes do HIV-1, não-

integrados (nef) e pré-integrados ao material genético do hospedeiro (Vpr aumenta a expressão de 

genes como gag e nef)(Poon et al., 2007)(Poon et al., 2003). Vpr promove a transativação de LTR 

por meio da fosforilação de IkB, o que resulta na ligação entre NF-kB e Vpr, no motivo LxxLL de 

Vpr. Posteriormente ocorre a translocação de NF-kB para o núcleo, e subsequente ligação de NF-

kB ao elemento responsivo de LTR, resultando em aumento de transcrição do gene, mediado por 

NF-kB e Sp1 (Varin et al., 2005). 

Outra maneira de Vpr promover a transativação do LTR ocorre pela interação dessa 

proteína com o fator de transcrição TFIIB, provocando inclusive uma mudança de conformação 

nesse fator (Agostini et al., 1999). Vpr é um adaptador entre p300/CBP e GR, na formação de um 

complexo estável, que funciona como um coativador na transcrição de genes por LTR (Kino et 

al., 2002). Análises mutacionais indicaram que a ligação de p300/CBP com Vpr, ocorre na porção 

C-terminal da proteína viral, uma região crítica na indução de interrupção do ciclo celular na fase 

G2. Isso sugere uma possível relação entre a interrupção causada por Vpr no ciclo celular, e a 

transcrição dos genes virais. Vpr compõe ainda outro complexo, formado juntamente com p300 e 

a proteína celular p21 (WAF1). Esse complexo é responsável por reduzir a inibição mediada por 
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p21, na saida de células da fase G1. Nesse processo a proteína viral assegura a transição de células 

infectadas, da fase G1 para a fase S, resultando em aumento de células com interrupção na fase 

G2 do ciclo celular (Felzien et al., 1998)(Goh et al., 1998). A ligação entre vpr e a região C/EBP 

de LTR e em regiões adjacentes (sítio de NF-kB) é necessária para a transcrição de genes do HIV-

1 subtipo B, em macrófagos (Liu et al., 1999). Essa interação com o a região do variante 1 de 

C/EBP tem relação com o estado tardio da infecção pelo HIV-1 e com o estado de demência 

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

1.8.2.3. Interação de Vpr com algumas proteínas celulares 

 

ATR 
ATR é uma proteína quinase integrante do ponto de checagem (checkpoint) do ciclo 

celular. Estudos realizados por Roshal e colaboradores (Roshal et al., 2003), mostraram que Vpr 

induz a parada do ciclo celular em G2, por meio da ativação de ATR. Esta última funciona como 

um sensor para eventuais problemas durante a replicação. Ela pode ser acionada pela depleção de 

deoxiribonucleotídeos, inibição 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, simultâneamente á 

fosforilação inibitória de Cdk1, e de maneira independente de p53 e ATM (ataxia telangiectasia-

mutated). O alvo de ATR para controlar a ativação do checkpoint na fase G2 é Chk1. Vpr 

estimula a maquinaria envolvida na detecção de danos ao DNA, sem envolver outras proteínas do 

checkpoint, como p53 e ATM. Aparentemente não ocorre uma interação direta entre Vpr e ATR. 

O envolvimento de Vpr no ciclo celular ocorre por meio de sua interação com proteínas 

reguladoras do ciclo celular (proteínas adaptadoras da “família” 14-3-3). As proteínas 14-3-3 

ligam-se a proteínas “alvo”, como Chk1, Cdc25C, Wee1 e Cdk2 e regulam sua atividade 

modificando a localização celular, estabilidade ou prevenindo a desfosforilação. Vpr se liga ao 

carboxi-terminal das proteínas 14-3-3, na região conhecida por se ligar a fosfoproteínas 

(Hermeking et al.,  2006). 
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Cdc25 
Goh e colaboradores reportaram que Vpr liga-se e provoca a inativação de Cdc25C, a 

fosfatase responsável por regular positivamente Cdk1. Foi relatado também que a mutação na 

região de Vpr que se liga em Cdc25, resulta em uma proteina Vpr incapaz de induzir interrupção 

do ciclo celular em G2 (Goh et al., 2004).  A inibição de Cdc25C por Vpr pode ser interpretada 

como uma consequência de uma sinalização no início da via (upstream), onde Chk1 pode 

fosforilar Cdc25C na serina 216, resultando na inibição de Cdc25C. Entretanto, considerando que 

Vpr interage diretamente com Cdc25C, é possivel que Vpr atue de duas formas e aparentemente 

de maneira redundante. É possivel ainda que Vpr consiga inibir Cdc25C por um processo indireto, 

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

 

Wee1 

Consistente com o modelo no qual Vpr ativa a via responsiva ao dano no DNA, Yuan e 

colaboradores (Yuan et al., 2003)(Yuan et al., 2004) encontraram que Vpr ativa um regulador 

negativo de Cdk1, a proteína quinase Wee1. Também foi mostrado a incapacidae de Vpr induzir 

parada no ciclo celular na fase G2 na ausência de Wee. A interação da proteína viral e Wee1 

resulta em uma regulação positiva da proteína quinase, resultando na fosforilação inibitória da 

proteína Cdk1 (Kamata et al., 2008). 

 

1.8.2.4. Vpr e a manipulação do sistema Ubiquitina/Proteassoma  

 Uma importante função desempenhada por Vpr é sua capacidade de inibir a 

proliferação 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 imunológica por 

meio da prevenção da expansão clonal das células T (Poon et al., 1998) e de promover um 

ambiente celular otimizado para o máximo nível de replicação viral (Goh et al., 1998). 

 Um mecanismo conhecido de parada no ciclo celular envolvendo Vpr consiste na 

inibição da fosfatase Cdc25 por meio de sua interação com a proteína viral e também pela 

ativação da proteina quinase Wee1. Essas duas enzimas citadas regulam Cdc2/Cdk1, ciclina 

dependente de quinase 1, que participa na regulação 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 últimos anos, principalmente com relação ao 

entendimento da indução 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) específica, 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 interação com a E3 ligase é mediada por meio da ligação direta de VprBD/DCAF1 

com Vpr (Belzile et al., 2007)(Zhang et al., 2001). Essa associação com Vpr faz com que 

essa proteína promova a atividade da E3 ligase (Hrecka et al., 2007). Posteriormente ocorre a 

poliubiquitinação das ligações K48 (Belzile et al., 2010) e subsequente degradação de uma 

suposta proteína celular ainda desconhecida, resultando na ativação do checkpoint na fase G2 

(DeHart et al.,  2008). A região de Vpr que se liga a DCAF1 foi caracterizada como uma 

região rica em leucinas, no motivo 60-LIRILQQLL-68 da terceira α hélice de Vpr (Zhao et 

al., 1994). 

 

 

                           
 Figura 1.8. Complexo ubiquitina ligase recrutado por Vpr. Modelo mais aceito atualmente para o 

recrutamento e degradação de uma proteína celular ainda desconhecida (substrato [S] em verde), por meio do 

complexo Cul4/DDB1/ DCAF1 ubiquitina ligase. A proteína celular é ubiquitinada e posteriormente degradada 

pelo proteassoma 26 S, o que resulta nos diversos efeitos provocados por Vpr (Planelles et al., 2009). 
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 A interrupção do ciclo celular na fase G2 resulta em dois efeitos conhecidos, que 

contribuem para a patogênese do HIV-1. O primeiro é o aumento da atividade transcricional 

do promotor viral durante G2/M. O que eleva a produção de partículas virais. O acúmulo de 

células infectadas em G2 pode favorecer a tradução seletiva de produtos virais, devido a 

presença 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. Interação de Vpr com o poro nuclear e os elementos de transporte nuclear  

 Apesar da falta de um sinal de localização nuclear (NLS) regular, Vpr apresenta 

características de proteínas localizadas no núcleo e é rapidamente direcionada para esta 

região celular após a infecção (Depienne et al., 2000)(Di Marzio et al., 1995)(Kamata et al., 

2000)(Lu et al., 1993). Inicialmente, acreditava-se que a via importina α dependente seria o 

caminho utilizado por Vpr para acessar o núcleo celular (Popov et al., 1998)(Vodicka et al., 

1998). Também foi proposta a existência de uma via alternativa, ainda não indentificada, 

para explicar o movimento de Vpr em direção ao núcleo. Seria distinta das vias clássicas de 

transporte de proteínas pelo complexo do poro nuclear (NPC), normalmente dependentes de 

M9 e NLS (sinal de localização nuclear) (Jenkins et al., 1998). A interação entre Vpr e 

importina α foi recentemente reexaminada (Kamata et al., 2005)(Nitahara-Kasahara et al., 

2007). Esses estudos apontaram que Vpr é transportado para o núcleo somente por importina 

α, independentemente de importina B (Kamata et al., 2005). No entanto, Vpr é uma proteína 

bastante dinâmica, capaz de movimentar entre o núcleo e o citoplasma (Jenkins et al., 

2001)(Le Rouzic et al., 2002)(Sherman et al., 2001)(Sherman et al., 2003). Essa capacidade 

está ligada a uma região distal rica em leucina, que pode formar um sinal clássico de 

exportação, 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 já 

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 várias nucleoporinas humanas, como p54, 

p58 e hCG1. (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 atuação de Vpr no complexo do poro nuclear não é essencial, entretanto pode 

facilitar a replicação do HIV-1 em macrófagos (Jacquot et al., 2007). Essas observações 

podem ser relacionadas às contribuições da proteína viral Vpr ao complexo de pré–

integração viral (PIC), que contém o DNA viral, no movimento em direção ao complexo do 

poro nuclear (NPC), culminando no deslocamento do complexo (PIC) para o compartimento 

nuclear. Vpr é capaz de promover pequenas fissuras e rupturas transientes no envelope 

nuclear, levando a redistribuição inapropriada de reguladores do ciclo celular, incluindo 

Wee1, Cdc25 e ciclina B para o citoplasma da célula hospedeira (de Noronha et al., 2001). O 

mecanismo molecular envolvido nesse processo permanence desconhecido. Uma possível 

explicação é que a interação de Vpr com as nucleoporinas resulta numa montagem incorreta 

do complexo de poro nuclear, provocando alterações na arquitetura do envelope nuclear, o 

que pode ocasionar alterações na localização de reguladores do ciclo celular. Isso pode 

explicar a interrupção causada por Vpr na fase G2 do ciclo da célula. Além disso, 

modificações estruturais do envelope nuclear podem afetar a estrutura ou a fidelidade da 

cromatina, levando a uma possível ativação da proteína ralacionada à Rad3 (ATR), o que 

corrobora uma relação de causa e efeito entre o acúmulo de Vpr no envelope nuclear e a 

indução 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 proteína é a indução de apoptose em 

células T infectadas ou não, assim como em outros tipos celulares como linfócitos B, células 

progenitoras hematopoiéticas, células citotóxicas naturais (NK), macrófagos, células dendríticas e 

neurônios (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 proteína inibidora e posteriormente como 

indutora de apoptose. Atualmente acredita-se que, nos estágios iniciais da doença, onde a 
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concentração em circulação é baixa, Vpr atuaria como um fator anti-apoptótico. Já no estágio 

tardio, quando os níveis de expressão da proteína são altos, atuaria como um fator pró-apoptótico. 

Um dos mecanismos anti-apoptóticos possíveis seria mediado pela ligação a uma proteína 

mitocondrial anti-apoptótica, o fator HAX-1, induzindo sua saída para o citoplasma onde 

diminuiria o efeito pró-apoptótico de Vpr (Yedavalli et al., 2005). 

Dentre os possíveis mecanismos pró-apoptóticos, encontram-se os da via mitocondrial, 

onde a ligação de Vpr a um fator relacionado à permeabilidade da organela, o translocador de 

nucleotídeo adenina (ANT) (Sabbah et al., 2006) levaria a liberação do citocromo C e 

conseqüente ativação da caspase 9 (Muthumani et al., 2002).  

Outra proteína celular importante na indução de apoptose por Vpr é a proteína capaz de 

formar poros na mitocôndria, Bax. A interação entre Vpr e Bax produz mudança conformacional e 

ativação desta última. Em outro mecanismo não menos provável, Vpr induziria ou mimetizaria 

dano no DNA, processo que levaria a parada do ciclo celular na fase G2, 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 apoptótico induzido por Vpr propõe que a 

apoptose é uma consequência na interrupção prolongada do ciclo celular em G2. De maneira 

específica esse modelo sugere: (i) a atividade pró-apoptótica de Vpr em paralelo com a parada do 

ciclo celular em G2; (ii) as duas atividades de Vpr necessitam da ativação de ATR; e (iii) a 

apoptose mostrou-se dependente da fosforilação de Brca1mediada por ATR, levando a um 

aumento da expressão da proteína GADD45α (Figura 1.9)(Andersen et al., 2006)(Jacquot et al., 

2007)(Yuan et al., 2003).  

Os macrófagos infectados pelo HIV-1 são naturalmente mais resistentes aos efeitos 

citopáticos do vírus (Gartner et al., 1986)(Gorry et al., 2005)(Kedzierska et al., 2002). 

Consequentemente, tornam-se reservatórios virais, capazes de disseminar o vírus para outros 

tecidos, incluindo o cérebro (Ghorpade et al., 1998)(Orenstein et al., 1997).  

Estudos realizados por Zimmerman e colaboradores, mostraram a importância da via de 

sinalização de ATR no processo de apoptose provocado por Vpr e a ausência da expressão de 

algumas proteínas presentes nessa via em macrófagos (ATR, Chk1 e Rad17), o que explica, em 

parte, a resistência dos macrofagos ao efeitos citopáticos dos HIV-1 (Zimmerman et al. 2006). 
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1.8.2.7. Vpr e o receptor de glicocorticóide 

 Vpr é capaz de interagir e formar um complexo com o receptor de glicocorticóide 

(GR)(Refaeli et al., 1995), aumentando a atividade dos corticoesteróides, atuando como um co-

ativador (Kino et al., 1999)(Refaeli et al., 1995)(Sherman et al., 2000). Essa interação é mediada 

por um motivo LXXLL, presente em Vpr, que se liga também com o co-ativator do receptor de 

esteróide-1 e com as protéinas p300/CREB (Kino et al., 1999)(Refaeli et al., 1995)(Sherman et 

al., 2000).  

Sherman e colaboradores identificaram que a interrupção do ciclo celular em G2 e a 

ligação ao GR (glucorcorticoid receptor) são fenótipos 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, atribuída a sua capacidade de interromper o ciclo celular em G2, mostrou-se, pelo menos 

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

ciclo celular na fase G2, apoptose e transativação do LTR, por meio de Vpr do HIV-1 (Planelles et al., 2009)   

.  
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Figura 1.9.1. Primeiros passos da infecção pelo HIV-1 na célula alvo. Estão destacados os eventos 

funcionais no qual Vpr está envolvido. Vpr possui múltiplas funções durante o ciclo de vida do vírus, incluindo 

a fidelidade do processo de transcrição reversa, a importação do DNA viral para o núcleo celular, como parte 

do complexo de pré-integração viral, controle da progressão do ciclo celular, regulação da apoptose e 

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

 

1.9. A proteína Vif 

 Vif (Viral infectivity factor) é uma proteína citoplasmática do HIV-1 de 192 

aminoácidos e 23 kDa essencial para a replicação em células T primárias in vivo. (Malim et 

al., 2009)(Chiu et al., 2009). Vif é importante em células não-permissivas, mas dispensável 

para a replicação do vírus em células permissivas. Essa proteína viral é responsável por 

bloquear a atividade antiviral de uma família de proteínas, chamadas citidinas deaminases, 

com destaque para APOBEC3G e APOBEC3F.  

O mecanismo utilizado por Vif para desempenhar essa função consiste na 

mobilização dos componentes da via de degradação celular, levando a degradação 

proteassomal, principalmente de APOBEC3G (A3G). Na ausência de Vif, APOBEC3G é 
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incorporado na partícula viral (Sheehy et al., 2003)(Stopak et al., 2003)(Mariani et al., 

2003), inibindo a síntese do DNA viral durante o processo de transcrição reversa, catalisando 

a deaminação de citidina em uracila durante a síntese da fita negativa de cDNA (Conticello 

et al., 2005)(Holmes et al., 2007)(Miyagi et al. 2007)(Bishop et al., 2008). Essas alterações 

levam a degradação do DNA viral, com a transição de guanosina para adenosina na 

sequências provirais (conhecido como hipermutação G para A). APOBEC 3G tem como alvo 

preferencial dinucleotídeos GG, mudando TGG (W) para TAA (stop codon ou código 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 poliubiquitinação e posterior degradação proteassomal, 

prevenindo o empacotamento de A3G nos virions nascentes (Kirchhoff et al., 2010). Em 

seguida, serão feitas algumas análises mais detalhadas sobre: (i) APOBEC3G e APOBEC3F; 

(ii) processo de degradação proteassomal de A3G e A3F; (iii) ligação entre Vif e APOBEC3; 

e (iv) algumas funções desempenhadas por Vif. 

 

1.9.1. Proteínas APOBEC3G e APOBEC3F 

A família APOBEC (apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide) é formada por 

citidinas deaminases que compõem um grande grupo de proteínas 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 domínio funcional está localizado na porção N-terminal de APOBEC. O processo de 

conversão de citosina em uracila pode ser resumido da seguinte forma: os resíduos de 

histidina e cisteína se ligam a um íon zinco, e na presença de água o resíduo glutamato 

promove o transporte de prótons que culmina na liberação de um grupo amina na posição C4 

da citosina, convertendo-a uracila (Niewiadomska et al., 2009). Nos humanos, os genes da 

subfamília APOBEC3 estão codificados em tandem no cromossomo 22 (Jarmuz et al., 

2002). Uma das funções atribuidas aos diversos membros da família APOBEC3 na célula é 

sua capacidade de inibir diversos retroelementos endógenos, assim como diversos retrovírus. 

  A3G (apolipoprotein B-editing catalitic polypeptide 3G) foi a primeira enzima desta 

família, 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 família mais eficiente na supressão de infecções de HIV-1(Δvif)(Yu et al., 

2004a). 

 

1.9.2. Processo de degradação proteassomal de A3G e A3F 

As proteínas APOBEC3 são importantes armas celulares no combate de retrovírus 

como o HIV-1. Entretanto, os lentivírus SIV e HIV codificam a proteína viral Vif, que pode 

induzir a poliubiquitinação e degradação de múltiplas 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 proteína Vif forma um complexo contendo as proteínas (Figura 1.8), Cul5, 

EloginB, EloginC, e Rbx1, 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).  

 

       
Figura 1.9.2. Complexo de degradação proteassomal de A3G e A3F. Vif se liga a EloginC por 

meio do domínio específico 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 poliubiquitinação de APOBEC3, resulta em 

sua degradação pelo proteossoma 26S. 
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Esse complexo (E3 ubiquitina ligase) é crucial para a regulação de procesos 

celulares, como mitose e o ciclo celular, por meio da degradação de determinadas proteínas 

(Pickart, 2004). Um grupo de proteínas que compõem o complexo E3 ubiquitina ligase, mais 

especificamente as proteínas cullin, são as responsáveis por intermediar a especificidade na 

degradação das proteínas. As proteínas cullin formam um arcabouço, onde as demais 

proteínas constituintes do complexo poderão se ligar e conduzir o substrato para a enzima 

conjugadora E2 ubiquitina. A proteína cullin que se liga a Vif, é Cul5, comumente associada 

as moléculas adaptadoras ElonginC e ElonginB. ElonginC reconhece substratos que 

contenham a região BC-box. O motivo SLQxLA em Vif é altamente conservado em 

proteínas Vif lentivirais, e forma um motivo vírus específico chamado BC-box, que participa 

da ligação com EloginC, que por sua vez se liga a EloginB, que interage com Cul5.  

Vif se liga a Cul5, em dois sítios altamente conservados, o motivo Hx5Cx17-18Cx3-

5H (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 é responsável pela ligação do zinco, 

responsável por estabilizar a molécula, e o segundo é uma interface hidrofóbica altamente 

conservada responsável pela seleção feita por Cul5. Após o complexo E3 ubiquitina ligase 

interagir com A3G e encaminhá-la para a proximidade da enzima conjugadora E2-ubiquitina, 

induz a poliubiquitinação da deaminase, uma modificação pós-traducional, que marca a 

proteína para degradação pelo proteossoma 26S.  

Além desta função, existem também evidências que Vif pode ajudar a suprimir a 

tradução do mRNA da A3G, sendo que este efeito combinado com a aceleração da 

degradação proteossomal resultam na depleção eficiente dos níveis intracelulares da 

desaminase contrapondo a sua atividade anti-viral.  

Funções adicionais tem sido atribuidas a Vif, como prevenir a encapsidação de A3G 

nos vírions de uma forma independente da degradação, como a exclusão física da A3G dos 

locais de formação das particulas virais, ou inibição da encapsidação da deaminase por 

competição da ligação com componentes virais como o nucleocapsídeo da poliproteína Gag 

ou o RNA viral. 
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1.9.3. Ligação entre Vif e APOBEC3  

Vif possui diversos elementos estruturais que permitem a interação com várias 

moléculas. Além dos elementos estruturais de Vif, necessários para a interação com as 

proteínas APOBEC3 (Figura 1.9.3), existem também alguns domínios nas deaminases, 

importantes para a interação com Vif.  

 

 
Figura 1.9.3. Ligação entre Vif e APOBEC3. Vários domínios para a interação entre Vif e 

APOBEC3. Além do mapeamento de domínios de ligação a outras proteínas. A3F e A3G possuem diferentes 

regiões de interação em Vif. 
 

A porção N-terminal da citidina deaminase A3G é a região que interage com Vif 

(Conticello et al., 2003). Enquanto em A3F, a porção C-terminal é suficiente para interação e 

degradação por Vif (Zhang et al., 2008). Uma região presente em Vif de HIV-1, 

compreendendo os aminoácidos entre 22 e 44, mostrou-se importante para supressão de 

A3G, mas não 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 região entre os aminoácidos 

52 e 72 foi caracterizada como importante na supressão de ambas as deaminases (A3G e 

A3F)(He et al., 2008) 
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Várias regiões de Vif determinam a especificidade de ligação a diversas APOBEC3 e 

outras proteínas celulares. Assim, as proteínas Vif de vírus de diferentes espécies podem 

exercer seletividade espécie-específica dentre as proteínas que elas degradam. Desta forma, 

Vif de HIV-1 só é capaz de inibir A3G humana, e o único aminoácido que determina essa 

especificidade é o aspartato na posição 128 em A3G. Vif de SIVagm, que também é incapaz 

de inibir a A3G humana ou de macaco (Rhesus).  

Uma substituição na posição 128 pelo resíduo equivalente em Agm (Afican Green 

Monkeys)(D128K) foi suficiente para reverter a especificidade das proteínas Vif do HIV-1 e 

SIVagm, para a ligação e degradação dos seus respectivos A3G humano e Agm. (Bogerd et 

al., 2004)(Schrofelbauer et al., 2004)(Mangeat et al., 2004)(Xu et al., 2004).  

A Fosforilação das proteínas Vif e A3G também possuem importante papel na 

modulação dessas interações. Vif pode ser fosforilado em diferentes serinas e treoninas: T96, 

S144, e T188 (Yang et al., 1998)(Yang et al., 1996). Mutações nesses resíduos conservados 

não afetam a ligação entre Vif e A3G, ou mesmo a degradação de A3G (Mehle et al., 2004). 

Entretanto, mutações que previnem a fosforilação da serina na posição S144 na região BC-

box de Vif diminuem a função de Vif, por inibir sua interação com ElonginC, dificultando o 

processo de degradação proteassomal. Um estudo recente propôs que A3G também pode ser 

fosforilada (Shirakawa et al., 2008). Shirakawa e colaboradores demonstraram a capacidade 

da proteína Kinase A (PKA) de se ligar e fosforilar A3G na posição 32 (treonina). A 

fosforilação da treonina nessa posição parece reduzir a interação entre Vif e A3G, além de 

reduzir os níveis de degradação e ubiquitinação de A3G.  

Estudos de modelos em computador e de mutagênese, também foram usados para 

estudar a interação de dois aminoácidos presentes em A3G (T32 e R24), considerados 

importantes para ligação e posterior degradação por Vif. Portanto, a fosforilação pode ser 

outro mecanismo pelo qual a interação entre Vif, A3G e a maquinaria de degradação 

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

1.9.4. Outras funções de Vif e interação com proteínas celulares  

Além dos efeitos antivirais de Vif por meio da degradação das proteínas APOBEC3, 

vários 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 proteína viral Vpr é o principal responsável por provocar a interupção 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 ausência de Vpr, apresentaram um acúmulo de células em G2. Através de 

experimentos na presença e na ausência de Vif, foi possível confirmar que esse fenômeno é 

dependente de Vif (Sakai et al., 2006). Vif faz uso da mesma maquinaria utilizada na 

degradação de APOBEC3, para provocar o atraso do ciclo celular. No entanto o substrato 

celular responsável pelo atraso de células em G2, degradado por meio da maquinaria 

formada por Cul5 E3 ligase, ainda não foi identificado. (DeHart et al., 2008). 

Vif se liga a diversas proteínas celulares. Ku70 é uma delas e está envolvida no 

mecanismo de reparo de quebra da fita dupla de DNA, constituindo-se em um dos 

componentes do complexo de pré-integração viral do HIV-1 (Li et al., 2001). 

O fator nuclear SP140, também interage com Vif (Madani et al., 2002). SP140 é 

expresso em células não permissivas. A expressão de Vif nessas células causa um efeito de 

espalhamento nas manchas ou locais de concentração dessa proteína nuclear, ou a sua 

retenção no citoplasma (Madani et al., 2002). Estas manchas são conhecidas como corpos 

PML e estão relacionados a algumas funções na transcrição, reparo de DNA, defesa viral, 

stress celular, regulação do ciclo celular, proteólise e apoptose (Bernardi et al., 2007). 

Ciclofilina A e a tirosina quinase Hck, são outras proteínas da célula que interagem com Vif 

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

 A infecção pelo vírus da imunodeficiência humana (HIV-1) caracteriza-se por uma 

imunossupressão progressiva e aumento da infectividade e replicação viral.  Apesar dos exatos 

mecanismos moleculares envolvidos nos mecanismos patogênicos envolvidos não terem sido 

completamente elucidados, diversos fatores genéticos do hospedeiro e do vírus foram descritos. 

Dentre os fatores virais, encontram-se a presença de alterações em domínios protéicos em regiões 

biologicamente ativas de várias proteínas virais acessórias como Tat, Nef, Vif e Vpr (Azad et al., 

2000)(Roshal et al., 2001)(Sakai et al. 2006). A proteína Vpr, foi caracterizada como um 

importante regulador de apoptose (Le Rouzic et al., 2005) e existem fortes evidencias de que ela 

esteja envolvida na sobrevida viral e progressão à AIDS (Connor, Chen et al. 1995) 

(Somasundaran et al., 2002)(Lum et al., 2003). Já a proteína viral Vif, tem como principal função 

inibir um grupo de proteínas celulares (APOBEC3), responsáveis 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 

sequências dos genes virais acessórios vif e vpr presentes em dois diferentes momentos de 

infecção em indivíduos HIV-1 positivos. 

 

2.2. Objetivo Geral 
Caracterizar as sequências dos genes virais vif e vpr presentes em dois diferentes 

momentos de infecção em indivíduos HIV-1 positivos. 

 

2.3. Objetivos Específicos 
• Amplificar, clonar  e sequenciar os alelos de vif e vpr. 

• Identificar possíveis alterações na sequência dos alelos de ambos os genes e 

correlacioná-las com marcadores clínicos de progressão à doença. 

• Realizar análises filogenéticas das sequências dos alelos dos genes vif e vpr. 

• Determinar o impacto das alterações detectadas  na estrutura terciária de ambas as 

proteínas. 
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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 vírus da imunodeficiência humana 

(HIV-1)(Tabela 3.1).  

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

banco de sangue Osher Center for Integrative Medicine/UCSF – UCSF, Positive Health Program, São 

Francisco/Califórnia, EUA. Em negrito se encontram os pacientes cujas sequências foram analisadas. 

 

Os pacientes não foram submetidos à terapia anti-retroviral e monitorados durante o 

período de 2000 a 2007, no Osher Center for Integrative Medicine/UCSF – UCSF Positive Health 

Program, San Fransisco, Califórnia, 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 Laboratório de Virologia Molecular da UnB e o laboratório do Dr. Frederick Hecht. A 

coleta do sangue foi aprovada pelo Comitê de Ética 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 numeração de 1 até 10 no intuito de facilitar sua identicação (Tabela 3.1). 

 

3.2. Extração de DNA genômico  

 O DNA genômico de células mononucleares de sangue periférico, correspondentes aos 

10 pacientes em dois diferentes períodos (E e L) foram extraídos segundo o protocolo 

descrito em (Sambrook et al., 2001). Inicialmente, 2 ml de meio de congelamento 

RPMI/DMSO contendo aproximadamente 106 células foram centrifugados a 1500 rpm por 8 

minutos. O pellet formado foi ressuspendido em 30 µl de proteinase K (concentração final de 

66 ul/ml).  

 Em seguida foi adicionado 470 µl de tampão de lise de leucócitos (SLGB)(Tris-Cl 10 

mM pH 6,0; EDTA 10 mM pH 8,0; NaCl 50 mM; SDS 0,2%), com uma posterior incubação 

de três horas a 55oC. Após esse período de incubação, foi realizada a adição de 500 µl de 

solução de clorofane (fenol:clorofórmio:álcool isoamílico - 24:25:1 – fenol equilibrado) 

seguido de inversão e centrifugação a 8000 rpm por 5 minutos a 4oC. Posteriormente, foi 

transferida apenas a fase aquosa (onde se encontra o DNA) para um novo tubo tipo 

eppendorf de 2 ml. Foi feita então a adição de 500 µl de clorofil (clorofórmio:álcool 

isoamílico – 24:1).  

 Foram repetidos os passos de inversão para misturar os componentes, e as amostras 

foram centrifugadas nas mesmas condições anteriormente descritas: 8000 rpm por 5 minutos 

a 4oC. Novamente a fase aquosa foi transferida para um tubo eppendorf de 2 ml, onde foi 

adicionado 250 µl de solução de precipitação de proteínas (SPP)(Acetato de Amônio 7,5 M).  

 Após homogeneizar por inversão e incubar em banho-maria a 55o C por 15 minutos, a 

mistura foi centrifugada a 8000 rpm por 10 minutos a 4oC. Todo o sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo eppendorf de 2,0 ml. Na etapa de precipitação do DNA, 

acrescentou-se 750 µl de álcool isopropílico absoluto previamente resfriado. O tubo ficou 
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por 30 minutos no freezer a -80oC, depois da homogeneização por inversão. O conteúdo foi 

centrifugado a 10000 rpm por 15 minutos a 4oC.  

 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 condições anteriores 

de centrifugação (10000 rpm por 15 minutos a 4oC), o álcool foi desprezado por inversão sob 

papel absorvente. O DNA foi então ressuspendido em 100 µl de água deionizada (mili Q) e 

parte foi armazenada em uma alíquota para uso (na geladeira a 4oC) e uma alíquota para 

estoque (-20oC no freezer). 

 

3.3. Quantificação das amostras de DNA  

 As amostras de DNA genômico 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/µl (Invitrogen Corporation); e (ii) espectrofotometria, 

para determinar o grau de pureza, o qual foi avaliado numa absorbância que compreende os 

comprimentos de ondas de 260nm a 280nm.  

Ambas as amostras foram quantificadas no aparelho NanoDrop 3300 

Fluorospectrometer (Thermo Scientific). Para a utilização desse aparelho, é necessário 1,5 µl 

de DNA, que no caso do DNA genômico foi diluído seguindo as diluições seriadas 1:10, 

1:100 e 1:1000 para obtenção do melhor resultado. O sistema é capaz de cobrir uma ampla 

faixa de comprimento de onda. A gota de DNA, contendo 1,5µl, é depositada no pequeno 

orifício do aparelho para captação do material, que realiza análise e apresenta, por meio de 

um programa de computador (Nanodrop ND-3300 2.6.0), todos os resultados referentes ao 

DNA analisado, como a quantificação em ng/ul e a pureza por meio dos parâmetros acima 

citados. 

 

3.4. Reação de Polimerização 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 infecção, foram tomados os seguintes 

cuidados: (i) o DNA genômico de células de sangue periférico foi extraído sem passagem 

prévia das células mononucleares, por qualquer tipo de cultura in vitro; (ii) foi utilizada uma 

alta quantidade de DNA genômico, 750 ng a 1 µg, o que garantiu a presença de 
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aproximadamente uma média de 130 integrações de DNA proviral por amostra (Connor, 

Chen et al. 1995). 

Por outro lado, para diminuir a possibilidade de amplificação inespecífica, o pool de 

alelos de vpr presentes nos estágios iniciais e finais da infecção foi amplificado por meio de da 

técnica de nested PCR (Figura 3.1).  

 

 
Figura 3.1. Estrategia de amplificação de alelos de vpr e vif. A região contendo ambos os genes foi 
amplificada utilizando os iniciadores Pol1 (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 reação de PCR foi realizada nas seguintes condições: 1X Pfx Amplification 

Buffer, 1 mM de MgSO4; 0,3 mM de cada deoxinucleotídeo trifosfato; 0,3 µM de cada primer e 

uma unidade (0,4µl) 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 é do tipo hot start o que aumenta sua 

especificidade e sensibilidade. 

Após a primeira reação de PCR, foi realizada a segunda reação de nested PCR, nas 

mesmas condições e utilizando-se 1 µl da primeira reação de PCR.  Os iniciadores utilizados, 

assim como as regiões nas quais eles anelam em relação ao DNA do isolado HXB2, e o 

programa de PCR utilizados encontram-se descritos a seguir. Os iniciadores foram testados em 

uma reação de PCR separada, utilizando como DNA template ou molde o plamídeo 

pBRNL4.3, que contém os genes Vif e Vpr, presentes no estudo. Em todas as reações, foi 

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

 

Pol1 (4748): 5’ - GACAGCAGTACAAATGGCAGTATTC - 3’                                                      

114 (6416): 5’ – GTACCTCTGTATCATATGCTTTAGCAT – 3’          

      

     Pol2 (4899): 5’ – CGGGTTTATTACAGGGACAGCAG – 3’      

     113 (6356): 5’ – CACAAAATAGAGTGGTGGTTGCTTCCT – 3’  

 

O programa de PCR usado para amplificação dos alelos de vif e vpr foi: 

  94ºC - 5 min; (94ºC - 45 seg; 59ºC - 1 min; 68ºC - 2 min) x 32; 68ºC – 10 min ; 4°C - ∞ 

3.5. Clonagem  

 As etapas de clonagem e sequenciamento foram realizadas no Departamento de 

Patologia, da Divisão de Imunologia e Microbiologia da Universidade de Utah/Estados 

Unidos, durante estágio de seis meses (setembro de 2010 a março de 2011), numa 

colaboração com o Laboratório de Virologia Molecular da UnB. 

 Antes da clonagem, os produtos de PCR foram purificados apartir do gel de agarose 

1%, utilizando o kit de extração de banda QIAquick Gel Extraction Kit-QIAGEN. Os 

fragmentos amplificados, com aproximadamente 1485 pb, foram clonados no vetor pCR®II-

Blunt-TOPO® (Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante.  

 Após a amplificação dos diferentes produtos de PCR, 4ul de cada reação foram usados 

para a ligação no vetor. Posteriormente, 5 µl do volume de ligação foram usados para 

transformar 50µl de bactérias One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen), 

conforme descrito no kit Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit (Invitrogen). Brevemente, 

após incubação no gelo por 30 min, a reação de transformação foi submetida a um choque 

térmico por 30 segundos a 42oC, seguido de incubação a 0oC por 1 min. Posteriormente, as 

bactérias transformadas foram ressuspensas em 500 ul de meio LB e incubadas a 37oC por 

1h sob agitação a 225 rpm. Finalmente, cerca de 100ul de meio LB, contendo as bactérias 

transformadas com os clones recombinantes, foram plaqueadas em meio LB-ágar (1,5% de 

ágar bacteriológico, suplementado com 100 µg/ml de ampicilina) e incubadas à 37oC durante 

toda noite.  

1669 pb 
 

1485 pb 
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3.6. Obtenção de DNA plasmidial e análise dos recombinantes 

 As colônias das bactérias contendo os vetores recombinantes foram recolhidas da placa 

com o uso de palitos estéreis e incubadas em aproximadamente 5ml meio LB líquido, 

suplementado com 100 µg/ml de ampicilina, a uma temperatura de 37oC durante toda noite. 

Posteriormente, esses pré-inóculos foram centrifugados a 3000g por 6 min, descartando-se o 

sobrenadante.  

 A minipreparação 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 indivíduo. Os clones 

selecionados receberam uma numeração de 1 até 9, por exemplo: paciente E9 clone 1 = E9.1. 

Foi feita ainda uma minipreparação de DNA plasmidial contendo todos os demais clones, em 

cada placa, representando o pool de sequências de cada paciente.   

Após extração do DNA plasmidial, a presença do inserto foi confirmada por digestão 

com a enzima de restrição Eco RI e por PCR usando os oligonucleotídos (pol2 / 113). 
 

3.7. Sequenciamento 

Os clones recombinantes identificados foram sequenciados em ambas as direções. 

Foram utilizados os iniciadores Vpr2 (senso) e 113 (reverso), para o sequenciamento dos 

genes virais vif e vpr. As reações de sequenciamento nucleotídico 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 versão 3.1 (Applied Biosystems) e o polímero POP-7TM (Applied Biosystems), 

para o equipamento ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied Biosystems). 

 

3.8. Análise de Bioinformática 

Para confirmar a confiabilidade das sequências, foi utilizado o programa sequence 

locator (Los Alamos, 2011), que localiza a amostra na sequência consenso de HXB2.  

Após essa análise, as sequências de maior qualidade foram selecionadas e enviadas 

para o programa Gene Cutter (Los Alamos, 2011) para a obtenção das sequências fasta de 

nucleotídeos e aminoácidos.  
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Em seguida, as sequências foram alinhadas pelo progama Bioedit 7.0.9 (2007) por 

meio do algoritmo ClustalW. Foram criados consensos com as sequências de cada paciente e 

cada estágio das duas proteínas estudadas (Figuras 4.6, 4.7, 4.8 e 4.9). A partir desses 

consensos, foi gerado ainda um consenso geral para o estágio inicial e um consenso para o 

estágio tardio. Nas sequências consenso estão presentes apenas os aminoácidos que 

aparecem em número igual ou superior a 50 % das sequências. Outro alinhamento foi 

realizado reunindo todas as alterações encontradas nas sequências de cada paciente e estágio 

independentemente da frequência (Figuras 8.1, 8.2, 8.3 e 8.4). A sequência utilizada como 

padrão ou consenso para a comparação nos alinhamentos com as sequências obtidas, foi a 

sequência consenso do subtipo B das proteínas Vif e Vpr, obtida no site Los Alamos (Los 

Alamos, 2011).  

Para a geração das tabelas 4.1, 4.2, 4.3 e 4.4, foi escrito um script de linguagem Perl. 

A entrada desse script é constituida por sequências fasta de aminoácidos dos seguintes 

pacientes: E2, E3, E5, E6, E7, E8, E9, L2, L8, L9 e L10, e a saída é a contagem das 

mutações por posição em relação a sequência consenso. Para a análise filogenética, foi usado 

o algoritmo Maximum likelihood (máxima verossimilhança) no programa Mega 5 (2011).  

Os modelos das estruturas terciárias foram gerados com o programa SWISS MODEL 

do banco de dados SWISSPROT (2011). As estruturas utilizadas como base na geração dos 

modelos computacionais, foram obtidas no site RSCB PDB (PROTEIN DATA BANK) (PDB, 

2011). Os modelos gerados foram validados e analisados em relação à sua qualidade 

estereoquímica pelos softwares VADAR versão 1.8 (Willard et al., 2003) e MolProbity 

versão 3.19 (Davis et al., 2007), que através de gráficos de Ramachandran (Ramachandran 

Plot) examina os aminoácidos em relação às regiões energeticamente favoráveis. O 

Ramachandran Plot mostra os ângulos de torsão phi-psi (eixo x – phi e eixo y – psi) para 

todos os resíduos da estrutura. Os resíduos de glicina são identificados separadamente por 

triângulos, pelo fato desses não serem restritos à regiões do gráfico (plot) adequados a outros 

tipos de cadeia cadeia lateral. As diferentes cores e regiões delimitadas nos gráficos, podem 

assim ser descritas: áreas mais escuras [região em vermelho (VADAR) ou delimitadas por 

linha azul clara (MolProbity)] correspodem ao core, região que representa a combinação 

mais favorável dos valores de phi-psi. As outras regiões de combinação phi-psi menos 

favoráveis respectivamente nessa ordem são: Allowed (delimitada por azul escuro no gráfico 
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do MolProbity e região amarela no gráfico VADAR), Generous (área branca no MolProbity 

e área verde do gráfico do VADAR), Dissallowed (área branca no MolProbity e área cinza 

do gráfico do VADAR). Essas regiões foram determinadas por meio da observação da 

distribuição phi-psi para 121.870 resíduos de aminoácidos de 463 proteínas com estrutura 

conhecida. As duas regiões mais favoráveis foram core e allowed. Poucos aminoácidos 

foram encontrados nas regiões Generous e Dissallowed. Portanto os resíduos encontrados 

nessas regiões devem ser investigado mais detelhadamente. O ideal é que 90% dos resíduos 

de aminoácidos de um modelo se encontrem na região core (Morris et al., 1992). A 

porcentagem de resíduos na região do core é um dos melhores indicativos para a qualidade 

estereoquímica do modelo. Finalmente, para a comparação da estrutura terciária 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 regressão linear simples 

 Com objetivo de verificar a existência de uma possível correlação entre as alterações 

encontradas nas diferentes regiões analisadas e os níveis de LT-CD4 presentes nos diferentes 

estágios da infecção, foi realizado um gráfico de regressão. Primeiramente foi obtido um 

score para cada paciente e estágio, baseando-se na similaridade entre as mutações 

apresentadas pela seqüência consenso de cada paciente em cada estágio, com as sequências 

consenso correspondente aos estágios inicial e final da infecção. Dessa forma, para um dado 

paciente e estágio, exemplo E2 inicial, a ocorrência de alterações idênticas as presentes na 

sequência consenso do estágio inicial receberam um valor negativo, no entanto, aquelas 

mutações idênticas as presentes na sequência consenso correspondente ao estágio tardio 

receberam um valor positivo, sendo que, os valores do score para cada paciente e cada 

estágio, foram obtidos a partir da somatória de ambos os valores.  

 Finalmente, a partir dos valores do escore e os correspondentes aos níveis de LT-CD4 

para cada paciente e estágio, foi criado um gráfico de regressão usando-se o programa SPSS. 

O modelo de regressão simples foi analisado quanto a quatro requisitos de qualidade: (I) O 

coeficiente de correlação linear de Pearson (r), cujo o valor para indicar forte correlação deve 

ser  maior que 0,70. (II) O coeficiente de determinação (r2), que representa a porcentagem de 
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explicação do modelo, ou seja quanto o modelo explica a influência do score sobre a 

contagem de células CD4+ e a carga viral. (III) Teste de significância do modelo (F). O 

modelo é considerado significativo quando o valor de Sig. é menor que 0,05. (IV) Teste de 

significância do coeficiente de regressão (t). O modelo é considerado significativo se o valor 

de Sig. for menor que 0,05.   
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Capítulo 4. Resultados e Discussão 
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No processo de infecção pelo HIV-1, os diferentes níveis de progressão a AIDS 

observados são determinados por uma complexa interação entre fatores genéticos do 

hospedeiro e do próprio vírus (Willey et al., 1992)(Weiss, 1993). Embora a maioria dos 

indivíduos HIV-1 positivos desenvolvam a sindrome num periódo de 10 anos, 

aproximadamente 5% permanecem assintomáticos, com níveis estáveis de LT CD4+ por 

mais de uma década (Buchbinder et al., 1994). 

 O HIV-1 sofre constante influência do ambiente celular, tendo que enfrentar flutuações 

da pressão do sitema imune no tempo e no espaço. Dentre os principais fatores do 

hospedeiro, encontram-se os mecanismos de defesa, que tentam “eliminar” o vírus para 

evitar o estabelecimento de uma infecção crônica.  

 As principais linhas de defesa estão representadas pela ação do sistema imune, 

basicamente linfócitos T citotóxicos (LTc), anticorpos neutralizantes (imunidade 

adaptativa)(Moore et al., 2002)(O'connor et al., 2002) e por fatores celulares, como por 

exemplo as proteínas APOBEC (A3G e A3F), TRIM-5α e BST-2/CD317, que tem função de 

restringir a replicação viral (imunidade inata), alguns deles já identificados, (Sheehy et al., 

2002)(Stremlau et al., 2004) e outros ainda por serem descobertos (Varthakavi et al., 2003). 

Finalmente, além de ter que ultrapassar todos estes obstáculos, freqüentemente o vírus é 

submetido também à pressão exercida pelo coquetel anti-retroviral. 

 Estas forças exercidas pelo hospedeiro impõem enorme pressão seletiva que levam a 

alterações no material genético e conseqüentemente ao fitness viral, o que finalmente define 

a habilidade de um dado genótipo produzir progênie infecciosa em um determinado 

microambiente. 

 Dessa forma, o estudo das mudanças genéticas e suas consequências biológicas, são 

fundamentais ao entendimento da dinâmica evolucionária dos parâmetros de patogênese na 

população viral ao longo da infecção. 

 Usualmente, os níveis de replicação e infectividade são usados para medir o fitness 

viral, desde que, estes permitam dimensionar a completa realização do ciclo viral dentro da 

célula hospedeira.  

 Diferentes isolados virais podem ser distinguidos pelo tropismo celular e efeitos 

citopáticos (Albini et al., 1998). Dessa forma, estudos longitudinais com vírus isolados 

seqüencialmente ao longo da infecção, mostraram claramente que partículas virais isoladas 
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logo após a infecção são predominantemente macrófago-trópico, não formam sincícios e se 

replicam lentamente (Henriksson et al, 1998). No entanto, isolados linfotrópicos, formadores 

de sincícios e com elevada capacidade de se replicar, surgem em aproximadamente 50% dos 

pacientes assintomáticos e estão associados a rápido declínio das células T e progressão à 

AIDS (Price et al., 1998). Estes estudos levaram a proposição de duas principais hipóteses, a 

primeira, que o surgimento das variantes mais infecciosas levaria o sistema imune a uma 

disfunção, e a segunda, que o surgimento das mesmas, seja uma conseqüência da progressiva 

depleção 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 relação direta entre o estado do sistema imune do hospedeiro e as mudanças 

específicas no genoma viral, que se traduzem em importantes alterações nas propriedades 

biológicas do vírus. Estes estudos mostraram que mutações ocorridas ao longo da infecção, 

no gene que codifica a proteína acessória Nef, levam à alteração de importantes funções para 

o ciclo viral. Assim, à medida que a infecção progride, as partículas virais parecem perder a 

capacidade de modular a expressão da proteína CPH-I, e passam a ter maior capacidade 

inibitória da expressão do receptor viral CD4. Finalmente, estes autores estabeleceram uma 

relação causa-efeito, entre a maior capacidade moduladora de CD4, o aumento de 

infectividade e replicação das partículas virais, características estas, observadas em 

populações virais presentes no estágio tardio da infecção e relacionadas ao desenvolvimento 

da AIDS. Outro trabalho revelou que alterações na sequência do promotor viral LTR (na 

região de TAR – transactivation response), poderiam aumentar a transcrição de LTR, o que 

contribuiria  para o aumento do potencial replicativo dos vírus em estágio tardio. Resultando 

na aceleração da progressão da doença (Hiebenthal-Millow et al., 2003) 

Essas são algumas das evidências da clara relação entre alterações na sequência do 

genoma viral, ao longo da infecção, com aumento ou diminuição de determinada função das 

proteínas virais. Baseado nesses dados, nosso grupo tem como hipótese, a possível existência 

de um “relógio biológico”, encarregado de disparar em determinado momento do processo 

infeccioso mudanças genéticas virais, que redundam em alterações fenotípicas cruciais à 

viabilidade do vírus no organismo, e fundamentalmente na sua propagação para um novo 

hospedeiro.  
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Considerando que as proteínas Vif e Vpr, possuem um crítico papel na infectividade e 

replicação viral, acreditamos que a caracterização das sequências das mesmas em distintos 

momentos da infecção, poderá proporcionar importante informação a respeito da relevância 

fisiológica destas proteínas virais na patogênese e evolução viral 
 

4.1. Amplificação e Sequenciamento 

Dos dez pacientes em cada estágio, oito foram amplificadas com sucesso, totalizando 

dezesseis amostras (Figura 4.1 A). As amostras E1 e E4, apresentaram problemas, provavelmente 

devido a degradação do DNA, e não puderam ser amplificadas.  

 

A)                                                                                                    B) 

 
 

Figura 4.1. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo das amostras amplificadas. A) Foto do 

gel de agarose 1 % contendo as oito amostras amplificadas por PCR (Polimerase chain reaction) nos dois diferentes 

estágios de infecção, inicial (E) e tardio (L). Os primers utilizados foram Pol2F e 113R, gerando um fragmento de 

1485 pb. CN corresponde ao controle negativo da reação de PCR. B) Um dos Marcadores moleculares de DNA 

utilizados,100 bp DNA Ladder (New England Biolabs), com o tamanho correspondente de cada banda e sua 

respectiva massa em ng.  

 

Após a purificação dos produtos de PCR, o fragmento de 1485 pb, flanqueado pelos 

oligonucleotídeos pol 2 e 113 foi clonado conforme descrito anteriormente. Foram sequênciados 

nove clones de cada paciente e estágio, num total de 240 clones e 480 reações, utilizando-se 

primers senso (forward; pol2) e reverso (reverse; Vpr2). Posteriormente foram selecionadas as 

sequências de melhor qualidade, com base na análise dos esferogramas das sequências no 
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programa Sequencher 4.9, totalizando 223 sequências senso e reverso. Por último selecionou-se 

dentre as sequências redundantes senso e reverso, aquelas de melhor qualidade, utilizando o 

programa Sequencher 4.9. Obteve-se então 33 sequências vif estágio inicial (E) e 24 sequências 

vif estágio tardio (L). No caso de vpr foram obtidas 34 sequências estágio inicial (E) e 24 

sequências no estágio tardio (L). 

 

4.2. Caracterização e frequência das alterações nas sequências dos alelos das proteínas 

Vpr e Vif presentes em dois estágios da infecção  

As sequências de nucleotídeos foram traduzidas nas sequências de aminoácidos 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 frequência das alterações presentes nas sequências de 

aminoácidos das proteínas Vpr e Vif foram obtidas por script Perl, conforme descrito no 

capítulo anterior (Tabelas 4.1 a 4.4). 
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4.3. Análise da correlação entre as alterações presentes nos alelos iniciais e tardios e as 

funções da proteína Vpr  

Considerando o caráter multifunctional da proteína acessória Vpr e sua relevância 

para o HIV-1 in vivo, foi realizada a caracterização dessa proteína viral em dois momentos 

da infeção. Existem relatos anteriores da associação entre inserções, deleções, alterações e a 

presença de stop codon prematuros em sequências do gene vpr, com a progressão para a 

AIDS. (Yedavalli et al., 2005)  

As sequências do gene vpr, foram traduzidas para aminoácidos, com o uso da 

ferramenta de bioinformática gene cutter dos site Los Alamos. A estrutura de Vpr é 

constituída basicamente de três alfa hélices bem definidas: nas posições dos resíduos de 

aminoácidos 17-33, 38-50, e 55-77, cercados pelos domínios N e C terminais da proteína 

(Morellet et al., 2003). O domínio N-terminal, caracterizado por ser carregado 

negativamente, apresenta quatro prolinas conservadas (nas posições 5, 10, 14 e 35), sujeitas a 

isomerização 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 posições 

14 e 35, para assegurar o correto dobramento da proteína viral (Zander et al., 2003). 

Curiosamente no domínio N-terminal foi possível observar que todas as sequências do 

paciente E7 (estágio inicial) apresentaram a alteração P5L. Uma alteração na posição S10P, 

também presente somente no estágio inicial, foi encontrada no indivíduo E8 (1 alelo). Como 

citado anteriormente são aminoácidos conservados que podem estar em posição cis ou trans 

(Bruns et al., 2003).  

O extremo carbóxi teminal de Vpr contém seis resíduos de argininas entre as 

posições 73 e 96, semelhante a domínios de transdução de outras protéinas, os quais também 

são ricos em arginina. O que poderia explicar as propriedades de transdução de Vpr, 

incluindo sua capacidade de atravessar a bícamada lipídica da membrana celular (Coeytaux 

et al., 2003)(Kichler et al., 2000)(Sherman et al., 2002). O paciente E9 apresentou mudança 

na posição R73G em dois alelos, o que representou a alteração de um aminoácido polar e de 

carga positiva (R), para um aminoácido apolar e neutro (G).  Já o estágio tardio desse 

paciente não apresentou essa alteração. Também foram detectadas nesta região as mudanças 

R85P e R87K . A alteração R85P foi encontrada em vários pacientes: L2 (1 alelo); E5 e E7 
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(5 alelos cada); E8/L8 (12 alelos) e também resultou na substituição por um aminoácido 

apolar e neutro, como ocorrido em R73G. Já a mutação R87K foi constatada nos pacientes: 

E7, E8 e E9 (5,1 e 2 alelos respectivamente), resultando em mudança para um aminoácido 

polar e positivo (K), a exemplo do aminoácido arginina (R), o que nesse caso pode ter menor 

impacto na função de transdução desempenhada com auxílio dessas argininas. A última 

alteração relativa a essas argininas (R), ocorreu em L8 (1 alelo) e foi em R80K, sendo uma 

substituição da mesma natureza descrita anteriormente, mas provavelmente com menor 

impacto sobre as funções relacionadas a esses aminoácidos. De uma maneira geral, as 

mudanças encontradas nas argininas (R), dessa região (73-96), foram mais frequentes no 

estágio inicial, o que poderia ter um impacto negativo na replicação viral, no começo da 

infecção, já que dimiuiria a capacidade de transdução e  trânsito através da bicamada 

lipídica, o que por sua vez afetaria todas as outras funções desempenhadas por essa proteína 

e de vital importância no ciclo viral, como são  a parada do ciclo celular em G2 e 

transativação do promotor LTR.  

Uma importante função de Vpr, o G2 arrest, é desempenhada por meio das serinas 

nas posições 79, 94 e 96. (Le Rouzic et al., 2005). Função normalmente atribuida ao domínio 

C-terminal onde estão localizadas estas serinas. Em ambos os estágios 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 substituição da serina S94G (a inserção de uma arginina (R) em alguns alelos desloca a 

serina para posição 95 no alinhamento). A mudança para um aminoácido apolar e neutro (G) 

pode representar efeito deletério na indução de parada do ciclo em G2 e apoptose. O 

indivíduo 9 por apresentar essa alteração com grande frequência em ambos os periódos o que 

pode representar um vírus portador de uma proteína Vpr com redução dessa função.  

A primeira alfa hélice (região compreendida entre os aminoácidos 17-33) é essencial 

para a localização nuclear, empacotamento nos vírions e a entrada no núcleo da célula da 

proteína Vpr. Como descrito anteriormente, a prolina da posição 35, localizada entre a 

primeira e a segunda alfa hélice de Vpr, tem papel crucial na formação da correta estrutura 

de Vpr. Não ocorreram mudanças nessa prolina das sequências análisadas.  

A segunda alfa hélice está associada as funções de oligomerização de Vpr e 

translocação do complexo de pré integração (PIC) para a região nuclear (Kamata et al., 

2005) . Nessa região no estágio inicial foram encontradas as mutações W38R (paciente E9), 
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H45Y (E5, E7 e E8) e Y50C (E2). No estágio tardio foram encontradas as mudanças: I37V 

(L2 e L8); H40Q (L2 e L8); G41N (L8 e L10); G43R (L8); Q44L (L2); H45Y (L2 e L8); 

I46T (L9) a maioria dessas mudanças foram descritas como incapazes de provocar alterações 

estruturais e funcionais na proteína (Morellet et al., 2003). Apenas as alterações encontradas 

nas posições W38R (E9) , L39F e I46T (L9) estão relacionadas a redução da incorporação de 

Vpr nos vírions. As modificações 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) 

são descritas como capazes de alterar a localização nuclear de Vpr.  

Duas mudanças relevantes, foram encontradas nas posições W54, os pacientes E7, E8 

e L8 apresentaram stop codons na posição, representados por asterisco (alterações nessa 

região foram descritas como capaz de afetar a interação entre Vpr e UNG2) e F72L (mutação 

pontual responsável por reduzir a importação de Vpr para o núcleo da célula hospedeira. Isso 

pode influenciar a progressão da doença)  (E8 e L9)(Caly et al., 2008). A mutação R77Q, 

encontrada em diversos alelos (nos pacientes E2, E3, E5, E6, E8, E9, L2, L8, L9 e L10) foi 

associada por Fisher e colaboradores ao subtipo B do HIV-1 e não a progressão da doença, 

como foi descrito anteriormente (Lum et al., 2003). Estudos recentes de Srinivasan e 

colaboradores (com 976 sequências, sendo 298 do subtipo B) sobre o polimorfismo de cada 

um dos aminoácidos de Vpr, revelou a presença de resíduos aminoácidos que possuem uma 

única variante (9, 33, 39  e 47). Duas dessas variantes únicas foram encontrados nas 

sequências analisadas: G9R (E8/L8) e W39R (E9). As variantes encontrados nessas posições 

coincidiram com os encontrados no estudo citado anteriormente (Srinivasan et al., 2008). 
Em suma, as alterações que ocorreram principalmente no estágio inicial, foram 

encontradas nos seguintes domínios : N-terminal  (as prolinas conservadas nas posições 5 e 

10), C-terminal (nos resíduos de argininas das posições R73, R85 e R87) e na segunda alfa 

hélice (V57A, G75K , G75R). Essas alterações podem ter impacto negativo em algumas 

funções desempenhadas por Vpr, como uma menor afinidade de ligação com a ciclofilina A 

(em decorrência da alteração presente em duas prolinas conservadas, nos pacientes E7 e E8). 

Apesar da isomerização ser um processo menos importante para as prolinas 5 e 10, essa 

menor interação entre Vpr e ciclofilina A, poderia ter consequências negativas para o vírus. 

Principalmente no que diz respeito ao correto dobramento da proteína viral e suas 

funcionalidades , em especial a síntese de novo de Vpr e a indução de parada do ciclo celular 
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na fase G2 (Zander et al., 2003). Outra possível mudança funcional no estágio inicial, seria 

uma menor capacidade de transdução e de atravessar bicamada lipídica (Sherman et al., 

2002), isto devido a mudanças nas argininas da porção C-terminal de Vpr, o que novamente 

traria consequências negativas ao vírus como redução na eficiência de bloqueio do ciclo em 

G2, transativação do LTR e apoptose. Por último, algumas mudanças na segunda alfa hélice 

de Vpr, poderiam alterar a localização nuclear de Vpr no estágio inicial. O impacto negativo 

dessas alterações, seria principalmente sobre a função de transativação de LTR e de alguns 

genes da célula alvo por Vpr (Figura 1.9). Curiosamente, os pacientes E9/L9 e E8/L8 

apresentaram algumas alterações deletérias para as funções desempenhadas pela proteína 

Vpr, em ambos os períodos (inicial e tardio). É possível destacar a alteração na serina S94G 

(serina associada ao bloqueio do ciclo celular em G2)(E9/L9); a alteração F72L (mudança 

pontual responsável por reduzir a importação de Vpr para o núcleo da célula hospedeira, o 

que pode influenciar a progressão do ciclo viral) no paciente 9 e a presença de um stop 

codon na posição W54 (afeta a interação entre Vpr e UNG2) no paciente 8. A presença 

destas alterações em ambos os períodos  pode obedecer a uma baixa taxa de diferenciação 

viral, dado o curto espaço de tempo entre as coletas das amostras ( inicial e tardia) nesses 

pacientes ou ser resultado de uma mudança viral acontecida anteriormente a primeira coleta 

das amostras, em resposta a alguma mudança no microambiente do hospedeiro.  

Finalmente a sequência consenso de todos os pacientes no estágio tardio, possui um 

maior número de mudanças quando comparada a sequência consenso “geral” do estágio 

inicial  (Figuras 4.6 e 4.7).  

 

4.3.1. Análise da correlação entre as alterações presentes nos alelos iniciais e tardios e 

as funções  da proteína Vif  

A principal função da proteína Vif é inibir proteínas celulares da família APOBEC3. 

Com base nisso, foram analisados os domínios funcionais ligados a essa ação. Os principais 

aminoácidos descritos como relevantes para a ligação entre APOBEC e Vif, são os seguintes 

resíduos conservados: W5, W11, W21, W38, W79, W89, T96, C114, C133, S144, T155, 

P164 e T188 (Barraud et al., 2008). Nas sequências analizadas de Vif foram encontradas 

algumas alterações nos triptofanos conservados. O indivíduo E2 apresentou uma  

substituição na posição W38L em um um alelo. Já o paciente E8 (1 alelo) apresentou um 
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stop codon na posição W21 e o paciente E9 (1 alelo) apresentou a mesma alteração, porém 

na posição W38, o que levaria a produção de uma proteína truncada, portanto não funcional.  

No estágio tardio, foram encontradas mudanças em alguns alelos, nas treoninas 

conservadas das posições: T96A (L9), T155K (L8 e L10) e T188S (L2). Vif pode ser 

fosforilado nessas treoninas, mas quando mutadas mostraram não afetar a capacidade de 

ligação Vif-A3G (Mehle et al., 2004). As mudanças comumente encontradas nos domínios 

funcionais de ligação a A3G e A3F são as subtituições: R33K (domínio G Box), R63K 

(domínio F-G Box), K92R (região importante para ligação a A3G), D101N, H127R, R132S 

(os dois últimos no domínio HCCH de ligação a Cullin5), K158R (domínio BC-Box) e I159R 

(Cullin Box). Todas as mutações relacionadas anteriormente estão presentes na sequencia 

consenso do estágio inicial, aparecendo em mais de 50% das sequências dos clones iniciais. 

Não há na literatura informação a respeito dos efeitos dessas alterações nas funções de Vif. 

No estágio tardio as mudanças presentes na sequência consenso, com ocorrência 

igual ou superior a 50% nos alelos são as seguintes:Y30H, R33K, G37K (domínio G Box), 

R63K(domínio F-G Box), K92E (região importante para ligação a A3G), D101G, I128R 

,R132S (os dois últimos no domínio HCCH de ligação a Cullin5), K158R (domínio BC-Box) 

e I159R (Cullin Box). Um aminoácido localizado na posição 101 descrito como crucial para 

a ligação entre Vif e APOBEC (Barraud et al., 2008), encontra-se mutado no estágio inicial 

nos indivíduos E2 (2 alelos) e E9 (8 alelos)(D101G) e E5 (5 alelos), E7 (5 alelos) e E8 (6 

alelos)(D101N). Já no estágio final está presente nos pacientes L2 (5 alelos)(D101G / 

D101N), L8 (3 alelos)(D101N) e L9 (9 alelos)(D101G). Estas mudanças podem ter 

consequências na afinidade de ligação entre a proteína viral e APOBEC. Um dos domínios 

de interação entre APOBEC3F e Vif (F1 Box; 11-17) encontra-se extremamente conservado 

nos dois momentos de infecção (inicial e tardio). 

Em resumo, após a análise das principais regiões de interação entre Vif e APOBEC, 

foram observadas alterações nos triptofanos conservados presentes no estágio inicial dos 

pacientes E2 (W38L), E8 (W21) e E9 (W38). Essas alterações citadas anteriormente, 

principalmente a presença de stop codons nas posições W21 e W38, poderia interferir na 

capacidade de interação inicial da proteína viral com seu alvo celular. As consequências 

negativas para o vírus se refletiriam principalmente na síntese do DNA viral durante o 

processo de transcrição reversa. A presença de APOBEC nas partículas virais, culminaria na 
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degradação do DNA viral (Conticello et al., 2005)(Holmes et al., 2007)(Miyagi et al. 

2007)(Bishop et al., 2008). Por outro lado, as mudanças ocorridas nas treoninas conservadas 

em pacientes no momento tardio (L2, L8, L9 e L10), não afetam a capacidade de ligação 

entre Vif e APOBEC. Portanto foram encontradas mais mudanças capazes de interferir na 

interação entre Vif e seu alvo celular no período inicial. No entanto um Ácido aspártico (D) 

presente na posição 101, que foi descrito como essencial para a ligação entre Vif e APOBEC 

(Barraud et al., 2008), apresentou-se alterado em sequências de ambos os períodos (inicial e 

final). Com Possíveis consequências deletérias para a função desempenhada por Vif na 

degradação de APOBEC, nos diferentes momentos estudados.     

 

4.4. Análise filogenética 

As árvores filogenéticas referentes as sequências das proteínas Vpr e Vif foram  

geradas no programa Mega 5, com o algoritmo Maximum likelihood (máxima 

verossimilhança), utilizando-se as sequências dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9, por 

possuírem sequências dos alelos de ambos os estágios, e a sequência de referência do subtipo 

B, obtida no site Los Alamos. A reprodutibilidade de cada ramo foi estimada por um valor de 

bootstrap de 1000 réplicas. As sequências consenso do subtipo B das proteínas Vif e Vpr 

foram utilizadas como grupo externo. Um valor de bootstrap igual ou superior a 50% foi 

considerado relevante para uma possível evolução dos virus do estágio tardio, a partir dos 

variantes presentes no estágio inicial. 

Na árvore filogenética gerada utilizando-se as sequências de aminácidos de Vpr, os 

alelos do paciente 8 (E8/L8) tendem a ficar próximos na árvore, assim como as do paciente 9 

(E9/L9). Enquanto os alelos do paciente 2 (E2/L2) se interpõem entre as sequências de 

E8/L8 e E9/L9. Isso pode ter ocorrido devido a maior variabilidade observada nas sequências 

do paciente E2/L2 (Figuras 4.2 e 4.3). Em relação a uma análise evolutiva do vírus intra-

hospedeiro, um fator importante a ser considerado é o tempo entre as coletas das amostras. 

Apesar do intervalo entre as coletas dos pacientes analisados não ser ideal, Nota-se a 

presença de ramos entre sequências do estágio 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 tendência das sequências dos pacientes E8/L8 e E9/L9 de 
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apresentarem-se agrupados na árvore filogenética, o que pode ser um indício de co-evolução 

viral. 

 A árvore filogenética gerada utilizando as sequências de aminoácidos de Vif 

apresentou o mesmo padrão da análise filogenética de Vpr. Os pacientes E8/L8 e E9/L9, se 

encontram agrupados, novamente com a interposição de alguns alelos do paciente E2/L2, 

confirmando os resultados obtidos com as sequências de Vpr. Uma possível explicação seria 

a maior variabilidade apresentada também na sequência da proteína Vif. Isso pode ocorre 

devido a sobreposição (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 árvore 

filogenética. Da mesma maneira que ocorreu anteriormente com Vpr, estão presentes ramos 

entre sequências do estágio 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 evolução viral  ao longo da infecção. 
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Figura 4.9.1. Árvore filogenética dos alelos de Vpr presentes em dois estágios de infecção inicial (E) e tardio (L). Árvore 

gerada no programa Mega 5 com o método Maximum likelihood (máxima verossimilhança). O bootstrap foi de 1000 replicatas 
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Figura 4.9.2. Árvore filogenética dos alelos de Vif presentes em dois estágios de infecção inicial (E) e tardio (L). Árvore 

gerada no programa Mega 5 com o método Maximum likelihood (máxima verossimilhança). O bootstrap foi de 1000 replicatas 
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4.5 Análise da correlação entre as alterações  presentes nos alelos de vpr e vif e os 

diferentes estágios clínicos da infecção pelo HIV-1 

 Como explicado em material e métodos, e com objetivo de verificar uma possível 

correlação entre as alterações presentes nos alelos em cada estágio da infecção e seus 

correspondentes níveis de LT-CD4+ e carga viral detectados em sangue periférico, foi 

primeiramente criado um score baseado na similaridade entre as alterações apresentadas pela 

sequência consenso de cada paciente com as sequências consenso de cada estágio. 

Finalmente, a partir dos valores do score e os correspondentes aos níveis de LT-CD4 e carga 

viral para cada paciente e estágio, foi gerado um gráfico de regressão (Figuras 4.7 e 4.9). O 

modelo de regressão simples foi analisado quanto a quatro requisitos de qualidade: (I) O 

coeficiente de correlação linear de Pearson (r), cujo o valor para indicar forte correlação deve 

ser  maior que 0,70. (II) O coeficiente de determinação (r2), que representa a porcentagem de 

explicação do modelo, ou seja quanto o modelo explica a influência do score sobre a 

contagem de células CD4+ e a carga viral. (III) Teste de significância do modelo (F). O 

modelo é considerado significativo quando o valor de Sig. (representação para significância)  

é menor que 0,05. (IV) Teste de significância do coeficiente de regressão (t). O modelo é 

considerado significativo se o valor de Sig. for menor que 0,05.   

Dessa forma, e com base no gráfico, foi possível observar uma forte correlação 

negativa (r = -0,826 [Vpr] e r  = -0,840 [Vif]) entre os níveis de células LT CD4+ e o valor do 

score para cada paciente e estágio, ou seja, quanto maior o número do score, menor é o 

número LT-CD4+. Os valores de Sig. para o teste de significância do modelo (F) e para o teste 

de significância do coeficiente de regressão (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 influência a contagem de células CD4+ é significativo. O valor de r2 

indica que o score se aplica a mais de 68,2% (Vpr) e 70,6 % (Vif) dos indivíduos estudados. 

(Figuras 4.7 e 4.9) 

Entretanto, ao analizar os gráficos produzidos a partir dos dados do score e os valores 

da carga viral para cada paciente e estágio, não foi possível observar uma correlação 

significativa entre o valor do score e carga viral. Principalmente quando se observa os valores 

de r (r = 0,377 [Vpr] e r  = 0,693 [Vif]), menor que 0,70 para as duas proteínas virais. Além 

disso os valores que indicam a significância 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 influência a carga viral para estas amostras analizadas não é significativo 

(Figuras 4.8 e 4.9.1)  

Em resumo, as alterações detectadas nos alelos de ambas as proteínas virais  se 

correlacionam significativamente e de uma forma negativa com os níveis de células LT-

CD4+, indicando  que o surgimento de alterações nas sequências no estágio tardio estariam 

relacionada com a queda de LT-CD4+ e consequentemente com a deteriorização do sistema 

imune do paciente. Entretanto não foi possível traçar uma correlação significativa entre os 

scores e a carga viral dos pacientes nos dois  momentos da infecção, o que em certa forma 

viria a confirmar relatos da literatura no sentido da falta de correlação entre infectividade viral 

e a queda de linfócitos CD4+ e a conseqüente deterioração do sistema imunológico 

(Rodríguez et al., 2009)(Wu et al., 2009). A análise de um maior número de alelos, assim 

como de amostras obtidas a  intervalos maiores, seria de grande ajuda para confirmar essas 

tendências. 

                       
 
 
Figura 4.9.3. Correlação entre os scores das seqüências dos diferentes estágios da proteína Vpr e a 
contagem de células CD4+ dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O círculo representa o número de células 
CD4 e o score correspondente. O coeficiente de correlação (r), o coeficiente de determinação (r2), a 
significância do modelo (F) e do coeficiente de correlação (t), baseado no gráfico, são descritos no texto. O 
valor de r2 representado no gráfico encontra-se em módulo. 

Modelo: CD4 = -146,364 . Score + 799,030 ; r = -0,826 ; Sig. (F) = 0,043 ; Sig. (t) = 0,043 
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Figura 4.9.4 Correlação entre os escores das seqüências dos diferentes estágios da proteína Vpr e a 
contagem de carga viral (CV) dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O círculo representa a contagem de 
carga viral e o score correspondente. O coeficiente de correlação (r), o coeficiente de determinação (r2), a 
significância do modelo (F) e do coeficiente de correlação (t), baseado no gráfico, são descritos no texto. 
     

                           
 
Figura 4.9.5 Correlação entre os escores das seqüências dos diferentes estágios da proteína Vif e a 
contagem de células CD4+ dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O círculo representa o número de células 
CD4 e o score correspondente. O coeficiente de correlação (r), o coeficiente de determinação (r2), a 
significância do modelo (F) e do coeficiente de correlação (t), baseado no gráfico, são descritos no texto. O 
valor de r2 representado no gráfico encontra-se em módulo. Score 2, representa o score da proteína viral Vif. 
 

Modelo: CV = 5468,227 . Score + 17677,606 ; r = 0,377 ; Sig. (F) = 0,462 ; Sig. (t) = 0,462 
 

Modelo: CD4 = -105,273 . Score + 757,939; r = -0,840 ; Sig. (F) = 0,036 ; Sig. (t) = 0,036 
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Figura 4.9.6. Correlação entre os escores das seqüências dos diferentes estágios da proteína Vif e a 
contagem de carga viral (CV) dos pacientes E2/L2, E8/L8 e E9/L9. O círculo representa a contagem de 
carga viral e o score correspondente. O coeficiente de correlação (r), o coeficiente de determinação (r2), a 
significância do modelo (F) e do coeficiente de correlação (t), baseado no gráfico, são descritos no texto. Score 
2, representa o score da proteína viral Vif.  
 

4.6. Análise da estrutura terciária das proteínas Vpr e Vif 

 Foi gerado o modelo computacional da estrutura terciária do alelo E8.1R da proteína 

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 sobrepôs as 

estruturas terciárias do clone e do consenso do subtipo B. O modelo foi determinado na 

presença de CD(3)CN e em água pura, com baixo pH, no caso de Vpr (Morellet et al., 2003). 

O modelo computacional de Vif foi determinado para o domínio BC-Box, que teve sua 

estrutura resolvida conforme descrito no artigo de Stanley e colaboradores (Stanley et al., 

2008). A sequência E8.1 R (Vpr) foi escolhido por apresentar uma das mutações mais 

relevante dentre as encontradas, F72L, que corresponde à troca de uma fenilalanina por uma 

leucina na posição 72. Ambos os resíduos de aminoácidos possuem característica apolar e 

neutra. Em adição, foi encontrada uma similaridade estrutural de 95% (Figura 4.9.2 C). 

Portanto provavelmente essa mutação não provoca modificação na função da proteína. Isso é 

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

B são extremamente semelhantes. Foi feito o mesmo procedimento para o alelo L8.9R 

Modelo: CV = 7115,568 . Score + 16030,265 ; r = 0,693 ; Sig. (F) = 0,127 ; Sig. (t) = 0,127 
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presente no estágio tardio. Esse alelo apresenta um stop codon na posição W54 (importante 

na interação com UNG2), o que resulta  em uma proteína viral truncada, caso a mesma seja 

traduzida.  Essa proteína não apresentaria a terceira alfa hélice, nem a porção C-terminal, 

sendo portanto incapaz de desempenhar as principais funções de Vpr, principalmente as 

funções ligadas a interrupção do ciclo celular em G2 e apoptose (Figura 4.9.3 A) . A mesma 

perderia a função de transdução desempenhada por meio da região carbóxi terminal ou 

mesmo a capacidade de ligação ao GR (receptor de glicocorticóide).  

 Todo o processo anteriormente descrito para a análise da estrutura terciária das 

proteínas, foi repetido para o alelo E8.1F (Vif) de Vif. A região analisada corresponde ao 

motivo BC-Box (140 – 155). A principal alteração encontrada nesse domínio foi a alteração 

A151T, com a mudança de um aminoácido apolar (A) para um aminoácido polar (T). A 

região onde ocorre a alteração é responsável por criar a face hidrofóbica que interage com 

EloginC (Stanley et al., 2008). Apesar da mudança, não houveram alterações significativas 

na estrutura desse domínio de ligação a EloginC, que justificasse uma possível interferência 

na ligação entre essa região de Vif e EloginC. Com o auxílio do programa Calculate 

Structure Alignment, foi possível 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 gráficos de Ramachandran (Ramachandran Plot) produzidos para a validação e 

análise da qualidade estereoquímica dos modelos, são 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 resíduos de aminoácidos na região 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). É importante ressaltar que o modelo obtido no site PDB (1M8L), utilizado como 

base para geração dos modelos de E8.1R e L8.9R, assim como o modelo gerado do consenso 

do subtipo B de Vpr, apresentam uma porcentagem de resíduos na região do core inferior a 

90% (Figura 4.9.9.1 e 4.9.9.3). Já o modelo do alelo de Vif apresentou uma porcentagem de 

resíduos de aminoácidos na região do core mais satisfatória, próxima de 90%: E8.1F - 86,7% 

(MolProbity) e 88% (VADAR) (Figura 4.9.9.3) 
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Figura 4.9.7. Comparação entre os modelos computacionais das estruturas terciárias da proteína 
Vpr. A) Correspondência entre os aminoácidos e as cores B) Estrutura terciária de Vpr do consenso do 
subtipo B. C) Detalhe da região na proteína no consenso do subtipo B onde estão localizados os 
aminoácidos F72 e Q85. D) Detalhe da região na proteína de E8.1R onde estão localizados os 
aminoácidos F72 e Q85. E) Detalhe da sobreposição das proteínas C) e D), com destaque para a 
sobreposição dos aminoácidos, indicada pelas setas (jmol, 2011). 
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Figura 4.9.8. Comparação entre os modelos computacionais das estruturas terciárias da proteína Vpr. 
A) Correspondência entre os aminoácidos e as cores B) Estrutura terciária do alelo L8.9R de Vpr. C) Detalhe 
da região na proteína no consenso do subtipo B onde está localizado o aminoácido W54. D) Detalhe da região 
na proteína de L8.9R onde está localizado o stop codon (representado por um asterisco) na posição 54 
(W54*). E) Detalhe da sobreposição das proteínas C) e D), com destaque para a posição W54 indicada por 
uma seta (jmol, 2011). 
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Figura 4.9.9. Comparação entre os modelos computacionais das estruturas terciárias da proteína Vif. 
A) Correspondência entre os aminoácidos e as cores B) Sobreposição da estrutura terciária de Vif do  clone 
E8.1F (domínio BC-Box 140 – 155) e o consenso do subtipo B do domínio BC-Box destaque para a mudança 
A151T em E8.1F. C) Destaque para o aminoácido presente na região BC-Box (A151) no consenso do subtipo 
B. D) Detalhe do aminoácido (T151) presente em E8.1F. E) Sobreposição dos domínios BC-Box das proteínas 
C) e D) e a consequente sobreposição dos aminoácidos detalhados e indicados por uma seta (A151T) (jmol, 
2011).  
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4.7. Resumo da Discussão 

Neste trabalho de pesquisa, foram caracterizadas as sequências do pool de alelos 

correspondentes as proteínas  Vif e Vpr presentes em dois diferentes momentos de infecção 

em indivíduos HIV-1 positivos, livres de tratamento. Além dessa caracterização, foi 

realizado ainda o estudo filogenético das sequências correspondentes as proteínas Vif e Vpr, 

o estudo da correlação entre as alterações presentes nos alelos de Vpr e Vif e os diferentes 

estágios clínicos da infecção pelo HIV-1 e a análise da estrutura terciária de alguns alelos de 

Vif e Vpr. É importante ressaltar que na realização de um estudo com amostras biológicas de 

pacientes, existe sempre a influência de diversas variáveis, como por exemplo o 

”background’ genético de cada hospedeiro, observado no polimorfismo de moléculas 

envolvidas na imunidade inata ou adquirida como são as moléculas do CPH Complexo maior 

de Histocompatibilidade), e que se reflete diretamente na capacidade intrínseca do sistema 

imune de controlar a infecção. Estas variáveis podem vir a mascarar o verdadeira relevância 

fisiológica do parâmetro em estudo por se tratar de uma amostra extraída do corpo de um 

indivíduo. Uma outra  variável a ser considerada, é o tempo entre as coletas das amostras, o 

qual por não ser maior poderia, em alguns casos não refletir a evolução/mudança viral ao 

longo da infecção. Entretanto, dois panoramas gerais foram observados após análise das 

proteínas Vpr e Vif nos oito pacientes HIV positivos. Mudanças encontradas nas sequências 

do estágio inicial de Vpr foram associadas em geral a alguns impactos negativos para essa 

proteína. Dentre as alterações pode-se destacar: L5P e S10P (região N-terminal, redução na 

interação entre Vpr e cicloilina A); R73G, R85P e R87K (C-terminal, resíduos de argininas 

envolvidos na capacidade de transdução e de atravessar a bicamada lipídica) e V57A, G75K , 

G75R (na segunda alfa hélice, poderiam mudar a localização nuclear de Vpr). 

Todas essas mudanças podem provocar efeitos deletérios nas principais funções 

desempenhadas por Vpr (indução de parada no ciclo celular em G2, apoptose e transativação 

do pomotor vital LTR). Curiosamente dois pacientes E8/L8 e E9/L9 apresentaram dentre 

suas sequências, independente do período, um número semelhante de mudanças negativas 

para o vírus (S94G, F72L, W54 por stop codon). De maneira semelhante ao que ocorreu com 

Vpr, foram encontradas mais mudanças desfavoráveis ao vírus, nas sequências de Vif do 

período inicial (W38L, W21 por stop codon, W38 por stop codon; capazes de interferir  na 

interação entre Vif e seu alvo celular, APOBEC). No entanto a exemplo do que ocorreu com 
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Vpr, a presença de uma alteração no resíduo de aminoácido de número 101 (D101G e 

D101N), descrito como essencial para ligação com APOBEC, foi detectada nos dois estágios 

analisados (inicial e tardio).  

Todavia, mais dados são requeridos para que seja possível ter um panorama mais 

preciso a respeito do  comportamento viral no que diz respeito às mudanças nessas duas 

proteínas ao longo do tempo.   

 Os alelos das proteínas Vif e Vpr do mesmo paciente em diferentes períodos, 

tendem a se agrupar na árvore filogenética. Mesmo com a presença de alguns alelos do 

paciente E2/L2 interpostos dentre os demais, é possível detectar ramos entre sequências do 

estágio 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 indício de uma possível evolução viral, onde as populações 

virais presentes no período final se originariam a partir das presentes no estágio incial por 

um processo de modificações em suas sequências, decorrente de pressões geradas por 

mudanças no ambiente da célula hospedeira.  

A análise da correlação entre as alterações presentes nos alelos de Vpr e Vif e os 

diferentes estágios clínicos da infecção pelo HIV-1, revelou que que as alterações detectadas 

em ambas as proteínas estariam de alguma forma relacionadas aos níveis de LT-CD4+. É 

possivel notar uma tendência no gráfico de regressão, onde quanto maior é o score, menor é 

o número de células CD4+. Existe portanto, uma forte correlação entre as mudanças nas 

proteínas acessórias Vpr (score) e Vif (score 2) e a diminuição das células CD4+. Essa 

correlação foi corroborada pelos valores de r encontrados (r = -0,826 [Vpr] e r  = -0,840 

[Vif]). Entretanto não foi possível traçar uma correlação significativa entre os scores e a 

carga viral dos pacientes nos dois  momentos da infecção, o que em certa forma viria a 

confirmar relatos da literatura no sentido da falta de correlação entre infectividde viral e a 

queda de linfócitos CD4+ e a conseqüente deterioração do sistema imunológico (Rodríguez 

et al., 2009)(Wu et al., 2009). 

 Por último, foram gerados modelos da estrutura terciária a partir de algumas 

sequências 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 mudanças presentes nessas sequências, possivelmente não seriam capazes 

de impedir o correto funcionamento das proteínas virais. 

 É importante salientar que a relevância fisiológica das mutações detectadas nos alelos 

de Vpr e Vif presentes nos pacientes HIV-1 positivos, só poderá ser determinada por testes in 

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

de expressão ou de provírus, onde o genes vif e vpr do tipo selvagem NL4.3 são substituídos 

pelos alelos presentes nos deferentes estágios clínicos da infecção. Dessa forma, as principais 

propriedades funcionais de cada proteína, 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 

proteína celular APOBEC, poderão ser avaliadas comparando os alelos iniciais e tardios em 

relação ao tipo selvagem. 
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Capítulo 5. Conclusões 
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• Os alelos de vif e vpr foram amplificados, clonados e sequenciados em dois 

diferentes momentos de infecção em indivíduos HIV-1 positivos. 

• A frequência de alterações deletérias para o vírus, encontradas nos alelos de vpr do 

estágio inicial é ligeiramente superior ao estágio tardio. 

• Os alelos de vif do estágio inicial também apresentaram um maior número de 

alterações deletérias. Principalmente com a presença de códons de parada (stop 

codons) em triptofanos conservados (W). 

• Os alelos de vif do estágio inicial podem ter sido alvos de hipermutação, por meio da 

ação de APOBEC3G, que tem como característica a introdução de alterações que 

levam a perda da função da proteína viral acessória. Isso ocorre com a introdução de 

stop codons em fase de leitura, preferencialmente nos triptofanos das posições 21, 70, 

174. 

• A menor frequência de alterações deletérias no estágio tardio é um indício de 

aumento de infectividade viral nesse estágio. 

• Foi encontrado uma forte correlação negativa entre os níveis dos LT CD4+ e o score  

das proteínas Vif e Vpr (representa as alterações). 

• A ausência de alterações deletérias para as proteínas virais Vif e Vpr nos alelos do 

estágio tardio, podem estar relacionadas com a queda de LT-CD4+ e 

consequentemente com a deteriorização do sistema imune do paciente. 

• Os alelos das proteínas Vif e Vpr dos pacientes 8 e 9 nos dois diferentes períodos, 

encontraram-se agrupados na árvore filogenética. 

• Foram detectados ramos com valores de bootstrap superiores a 50% entre sequências 

do estágio inicial e tardio do mesmo paciente. Isso pode ser um indício de uma 

possível co-evolução viral 

• Foi encontrada uma grande similaridade entre as estruturas terciárias dos alelos 

analisados de Vif e Vpr em relação ao consenso dessas proteínas. As alterações 

presentes nos alelos possivelmente não ocasionam mudanças funcionais nas proteínas 
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5.1 Perspectivas 

 Em base aos dados obtidos neste trabalho a respeito da caracterização das sequências 

de aminoácidos dos alelos de vif e vpr, presentes em diferentes periódos de infecção, 

propomos como principais objetivos: 

 

1. Clonar e expressar os diferentes alelos de vpr em linhagens de células T e linfócitos 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 estágios inicial e tardio da infecção. 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 estágios inicial e tardio da infecção, com o tipo 

selvagem. 

2. Clonar e expressar os diferentes alelos de vif em linhagens de células T e linfócitos de 

sangue periférico, com objetivo de analisar comparativamente a capacidade de interagir e 

bloquear o seu alvo celular, as proteínas da família APOBEC3 (A3G e A3F), entre os alelos 

presentes nos estágios inicial e tardio da infecção. 

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 infecção 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 proteína celular APOBEC 

(o que pode afetar a produção 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 infecção viral. 
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7. Anexo 
 
7.1. Sequências vif - Estágio 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 E8.2F 
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA 
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAAGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG 
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACATATTGAGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT 
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGATCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT 
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG 
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAAGATCTTTACAGTACTTGGCACTAACAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG 
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAAGGAGCCA 
TACAATGAGTGGACACTAG 
 
> Paciente E8 – clone E8.4F 
ATGGAAAACAGATGGCAGGTGCTGATTGTGTGGCAAGTGGACAGGATGAGGATTAGAACCTGGAAAAGTTTAGTAAAACA 
CCATATGTATGTTTCAAAGAAAGCTAAGGGATGGTTCTATAGACATCACTATGAAAGCCCTCATCCAAGAATAAGTTCAG 
AAGTACACATCCCACTAGGAGATGCAAGATTGGTAATAACAACACATTGGGGTCTGCATACAGGAGAAAGAGAATGGCAT 
CTGGGTCAGGGAGTCTCCATAGAATGGAGGAAAAGGAGATATAACACACAAATAGACCCCAACCTAGCAGACCAACTAAT 
TCATCTGTACTACTTTGATTGTTTTTCAGAATCTGCTATAAGAAATGCCATATTAGGACGTATAGGTAGACCTAGTTGTG 
AATATCAAGCAGGACATAACAAGGTAGGATCTTTACAGTACTTGGCACTAGCAGCATTAATAACACCAAAAAAGACAAAG 
CCGCCTTTGCCTAGTGTTACAAAGCTGACAGAGGATAGATGGAACAAGCCCCAGAAGACCAAGGGCCACAGAGGGAGCCA 
TACAATGAGTGGACACTAG 
 
> Paciente E8 – clone E8.5F 
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. Sequências vif – Estágio 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. Sequências vpr – Estágio 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. Sequências vpr - Estágio 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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7.6. Lista de Siglas e Abreviaturas 
 

APOBEC - lipoproteína APO "B"  
ARV - AIDS - Associated Retrovirus                 
AZT- zidovidina 
CA - capsídeo 
CCR5 - co-receptor 
CDC - "Centers for Disease Control and Prevention" 
CD4 - proteína de superfície celular 
CPH-1 - Complexo Principal de Histocompatibilidade 
CRFs - Circulant Recombinat Forms 
CXCR4 - co-receptor 
DNA - ácido desoxirribonucléico 
dNTP - deoxinucleotídeo trifosfato 
gp120 - glicoproteína 120 
M - metionina 
µL - microlitros 
µM – micromolar 
ml – mililitros 
NL4.3 - cepa tipo "B" selvagem 
nm – nanômetro 
O - outlier 
pb - pares de base 
PBMC - células mononucleares de sangue periférico 
PIC - Pre-Integration Complex 
PR - protease 
RBD - RNA Binding Domain 
RER - retículo endoplasmático rugoro  
RNA - ácido ribonucléico  
RNA-BP - RNA Binding Protein 
HAART - Highly Active Anti-Retroviral Therapy 
HTLV - Human T-Lymphotropic Vírus 
ICTV - "International Committee on Taxonomy of Viruses"  
IN - integrase 
IFN- γ  - interferon-γ 
Kb - kilobases  
kDa - kilodalton 
LAV- LymphadenopatyAssociatedVírus 
LTc - Linfócito  T Citotóxico  
LTRs -  Long Terminal Repeat Sequences 
RRE - Rev Responsive Element  
HIV - Vírus da Imunodeficiência Humana  
HIV-1 - Vírus da Imunodeficiência Humana tipo 1  
HIV-2 - Vírus da Imunodeficiência Humanatipo2 
TM- proteína transmembrana 
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