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Resumo

A diminui¢do da expressao do receptor CD4 da superficie da célula infectada ¢ um dos mais
importantes eventos durante a infec¢do pelo virus da Imunodeficiéncia Adquirida (HIV-1). Trés
proteinas virais, Nef, Env e Vpu, participam neste processo, sugerindo que a remoc¢ao do receptor viral
possui um papel critico no ciclo de vida destes retrovirus. Dentro deste contexto, estudos descritos por
outros grupos € o nosso, mostraram claramente a relagdo entre a capacidade de diminuir a expressao
do receptor viral e o aumento de infectividade e capacidade replicativa do HIV-1, o que sugere a
participagdo deste fendmeno na patogénese e progressao a doenca. Baseado nestes dados, este estudo
propde investigar a presenga de possiveis mutagdes nas seqiiéncias de alelos de vpu, presente em
diferentes estagios clinicos da infec¢ao. Por outro lado, aproveitando a abordagem de PCR utilizada,
foram também analisadas as seqiiéncias dos alelos do exon 1 do gene rev e do peptideo sinal do gene
env. Na analise dos alelos de vpu em amostras de DNA gendmico de células de sangue periférico de
12 pacientes, nos estagios inicial e tardio da infec¢do, foram detectadas 37 mutagdes (P3S, -L, 14Q,
V6L, 18P, 126F, L411, L45I, 146R, ES9D, - QEE, A74P, W75G, V6, A7T, V60OL, I14E, VOF, 115A,
V20I, 126L, R36K, M66T, ES0D, -V, 14V, V6S, A14V, S23T, 124L, 126G, R29S, M69L, 178V, D79V,
127G e D79A) nos alelos presentes no estagio inicial, sendo que oito mutacdes (P3S, -L, L451, 146R,
ES9D, -QEE, I115A, M66T) apresentaram diferengas estatisticamente significativas (p<0,05). Apds
analise dos alelos do exon 1 de rev, foram detectadas seis mutagdes no estagio inicial da infecgdo
(S5R, E11D, I13L, R14K, L18V e L21F) e uma (I19T) no estagio tardio, sendo que trés das presentes
no estagio inicial (I13L, R14K, L21F) apresentaram um valor de p<0,05, e a presente no estagio tardio
um p>0,05. Finalmente, no peptideo sinal da proteina Env, foi detectado seis mutacdes (IRKN,
IRRNC, GIKKNC, IRMSC, IRKNC e TLL) no estagio inicial e uma (K16E) no estagio tardio, porém
essas mutagdes, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05). A localizacao
das mutacdes detectadas, assim como, sua possivel correlacdo com os estagios clinicos da infeccao,
sugerem que estas possam vir a desempenhar importante papel na fungdo das proteinas analisadas e
conseqiientemente no curso da infec¢do. Dessa forma, espera-se que as informagdes obtidas neste
estudo nos permitam posteriormente junto com testes funcionais “in vitro”, determinar a relevancia

fisiologica da proteina Vpu, como das outras regides analisadas, na patogénese da AIDS.

Palavras Chaves: HIV-1, AIDS, Vpu, Diminuicao da expressao de CD4, Patogénese.
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Abstract

Down-modulation of CD4 receptor expression is one of the most important events during the
HIV-1 infection. Three viral proteins, Nef, Env and Vpu participate in this process, suggesting that
viral receptor removal from the cell surface exerts a critical role in the retroviral life cycle. In this
context, results achieved by for our group and others clearly showed a relationship between the
infected cells’ viral receptor down-modulation and the increased infectivity and viral replication of
HIV-1. These data suggest participation of this phenomenon in the pathogenesis and progression to
the syndrome. Based on these data, it was investigated the presence of possible mutations in the
alleles sequences of vpu, present in different clinical stages of HIV-1 infection. On the other hand,
and taking advantage of the PCR approach utilized it was also analysed the allelic sequences of
exon 1 rev gene and of env gene signal peptide. The analysis of genomic DNA obtained from
peripheral blood samples of 12 patients, in the early and late stage of infection, detected 37
mutations (P3S, -L, 14Q, V6L, I8P, 126F, L411, L45I, 146R, ES9D, - QEE, A74P, W75G, V6I,
ATT, V60L, 14E, V6F, I15A, V201, 126L, R36K, M66T, ESOD, -V, 14V, V6S, A14V, S23T, 124L,
126G, R29S, M69L, 178V, D79V, 127G e D79A) in the vpu alleles present in the early stage of
infection, of these, eight mutations (P3S, -L, L45I, 146R, E5S9D, -QEE, I115A, M66T) showed
statistically differences significant (p<0,05). Analysis of alleles of exon 1 rev gene, showed six
mutations were detected in the initial stage of infection (S5R, E11D, I13L, R14K, L18V e L21F).
Of them three (I13L, R14K, L21F), were statistically significant (p<0.05), one mutation (I19T) in
late stage was also statistically significant with p>0.05 value. Finally, in the env peptide signal, six
mutations were detected (IRKN, IRRNC, GIKKNC, IRMSC, IRKNC e TLL) in the initial stage
and one (K16E) in the late stage of infection. Nevertheless, these mutations did not show statistical
differences (p>0.05). Mapping of detected mutations, as well as, the possible correlation with
different clinical infection stages of AIDS, suggests that Vpu and Env peptide signal could play an
important function in the disease evolution. Therefore, we hope these informations, related to
mutations in different alleles, would allow us in the near future; allied with “in vitro” experiments,
contribute to the elucidatation the physiological relevance of Vpu protein as also, the other

analyzed regions, in the pathogenic mechanisms of AIDS.

Key words: HIV-1, AIDS, Vpu, CD4 down-modulation, pathogeneses.
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1. Introducao



1.1 A Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).

1.1.1 Breve historico.

Os primeiros casos da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) foram
detectados em 1981, nos Estados Unidos, quando médicos observaram que pacientes
homossexuais do sexo masculino apresentavam doencgas como sarcoma de Kaposi e
infecgdes oportunistas, como pneumonia decorrente da infec¢do por Preumocystis
carini, que normalmente ndo acometiam pacientes imunocompentes (Gotlieb et al.,
1981). Todos estes pacientes tinham em comum um ntmero reduzido de linfocitos T
auxiliares (LT-CD4") o que redundava numa imunidade deficitaria (Gotlieb et al.,
1981).

Os primeiros indicios de que a AIDS tinha como agente infeccioso um
retrovirus, surgiram em 1983, quando um grupo de pesquisadores francés liderado por
Luc Montainger no Instituto Pasteur em Paris isolou um virus aparentemente novo.
Esse virus foi denominado de Lymphadenopaty Associated Virus (LAV). Nessa mesma
época, outro grupo de pesquisadores, dos Estados Unidos, liderado pelo pesquisador
Robert Gallo, relatou o isolamento de um novo virus que infectava as células T,
denominando de Human T-Lymphotropic Virus (HTLV), que receberia a designacao de
HTLYV tipo III. Posteriormente, foi descoberto que o virus descrito pela equipe norte-
americana era o mesmo descrito pelo grupo francés. Em 1984, Jay Levy e
colaboradores descreveram o virus em pacientes assintomaticos, sugerindo entdo, que
se tratava de pacientes portadores, recebendo a denominag@o de retrovirus associado a
AIDS (AIDS - Associated Retrovirus (ARV) (Wigg et al., 2002). No entanto, em 1986,
0 Comité Internacional de Taxonomia de Virus (International Committee on Taxonomy
of Viruses — ICTV), determinou que o virus recebesse a designacdo de Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Nesse mesmo ano, outro virus com caracteristicas

semelhantes foi denominado de (HIV-2).

1.1.2 Epidemiologia.

Quase 25 anos depois da descoberta do virus, a pandemia da AIDS continua
excedendo todas as expectativas em severidade e impacto socio-global. Assim,
predicoes feitas em 1991 pela Organizacao Mundial da Satde (OMS) estimavam que,

para o ano 2000, o numero total de casos acumulados em todo o mundo, poderia atingir



os 40 milhdes (Healthy, 2002). Porém, estas predi¢des foram amplamente superadas
quando, no ano 2000, estudos epidemioldgicos mostravam que o nimero total de casos
atingia os 56 milhdes de pessoas, quase a populacdo do Reino Unido, sendo que 20
milhdes de pessoas ja tinham falecido em conseqiiéncia da infec¢ao (Unaids, 2000).

Resultados de estudos epidemioldgicos realizados no ano de 2005 (Saude,
2005), mostraram que o nimero de pessoas infectadas em todo o mundo ja atingia 45
milhdes, continuando a superar todas as expectativas, e que, somados ao numero de
obitos, o numero total de casos acumulados poderia esta proximo aos 60 milhdes de
pessoas, sendo que a Africa subsaariana acumula trés quarto dos casos. Entretanto, a
falta de acesso a dados epidemioldgicos confiaveis em algumas regides como Asia e
Oriente Médio, sugere que o impacto global desta epidemia possa ser bem maior do
que o estimado.

Estes estudos também demonstraram que, em cada seis segundos uma nova
pessoa ¢ infectada, e que a cada dez mortes, uma morre em conseqiiéncia da AIDS ou
doengas associadas. O estudo também mostrou que nesse mesmo ano, cinco milhdes de
pessoas teriam adquirido o HIV-1 (Saude, 2005), o que comparado aos dados obtidos
no ano de 2000, onde o nimero de pessoas infectadas foi de 5.3 milhdes, demonstra
que a epidemia no mundo continua sem controle. Entretanto, no Brasil a situagdo
parece estar sob controle, sendo de aproximadamente 650.000 o niimero total de casos
acumulados desde o inicio desta pandemia at¢é a metade de 2005
(pt.wikipedia.org/wiki/sindrome, acesso em 03/02/2006), (Abcdaids, 2005). J& no
Distrito Federal no ano 2004, foram registrados 474 casos, e de janeiro a junho de
2005, foram registrados 188 casos (Saude, 2005). Baseado neste panorama devastador
e considerando o enorme impacto social, a AIDS deixou de ser uma epidemia para
passar a ser considerada uma pandemia, € se, os numeros de novas infecgdes
continuaram crescendo no mesmo ritmo, as conseqiiéncias devastadoras observadas até
aqui poderao ser minimas, ao serem comparadas com as de um futuro préximo. Assim,
a prevaléncia da AIDS nos paises mais populosos permanece relativamente baixa, mas
em muitos deles, as condigdes para o surgimento de uma epidemia em grande escala ja
existem, se nao forem implantadas programas de controle urgentemente.

Entretanto, nos paises industrializados da América do Norte, Sul e Oeste
Europeu, as caracteristicas da epidemia mudaram, onde o indice baixo de prevaléncia

associado ao acesso a terapia retroviral teve um impacto favoravel, tanto na progressao



como na mortalidade. Ja nas minorias étnicas e populagdes pobres dentro destes paises
o impacto benéfico da terapia ¢ menos pronunciado, onde a incidéncia da AIDS
aumentou mais que nas populagdes mais ricas (Prevention, 2000). Em alguns destes
paises, a transmissao heterossexual passou a ser a principal via de contaminagdo. Por
outro lado, o acesso a terapia retroviral teve alguns efeitos contrdrios, ja que se
detectou um aumento na incidéncia devido a um tipo de comportamento chamado de
“fadiga do sexo seguro”. Assim, estudos minuciosos entre jovens homossexuais dos
Estados Unidos e Reino Unido, mostraram que menos de 20% tinha conhecimento de
estar infectado e 41 % declarou fazer sexo anal sem protecao, surpreendentemente, este
tipo de comportamento foi associado aos efeitos benéficos do coquetel anti HIV-1
(Dodds et al., 2000).

As vias de transmissdo do HIV sdo diversas. O virus pode ser transmitido por
meio do contato com sangue e/ou secregdes contaminadas, seja por intercurso sexual,
transmissdo vertical, pelo uso de seringas e agulhas contaminadas, ou por transfusao de
sangue contaminado (Selik et al., 1995; Prevention, 1994). Estudos epidemiologicos
realizados em casais heterossexuais europeus, € nortes americanos, estimaram que a
transmissdo pelo ato sexual fosse de aproximadamente 1 em 1000 (Mastro e
Kitayaporn, 1998). Em outro estudo, levando em consideracdo a carga viral presente no
sémen, foi estimado que com uma carga viral alta, aproximadamente 100.000 copias de
RNA do tipo R5 (receptor viral), a probabilidade de transmiss@o era de 1 em cada 100
episodios por intercurso sexual, entretanto, em sémen com aproximadamente 100
copias de RNA viral, a probabilidade de transmissdo diminuia, sendo de 3 em cada
10.000 episodios por intercurso sexual (Chakraborty ef al., 2001).

A transmissdo pela via oral ¢ pobremente entendida. Tem sido sugerido, que os
riscos de transmissao oral seriam maiores do que previamente estimados, no entanto, a
transmissdo oral ¢ de oito a dez vezes menos provavel que a via vaginal ou retal
(Younai, 2001). Entretanto, estudos em macacos neonatos mostraram que a infec¢ao
por esta via parece ser bem mais freqiiente que em adultos (Baba ef al., 1996; Ruprecht
et al., 1998), sugerindo que as mucosas orais dos infantes, apresentariam um critico
defeito, como a auséncia de fatores salivares, tais como defensinas, mucinas, lisozima,
lactoferrina, lactoperoxidase, complemento e anticorpos anti-HIV (Rothemberg et al.,
1998; Younai, 2001; Sun et al., 2005) o que os tornaria mais susceptiveis a infecc¢ao.

Apesar disso, foi relatado um caso de transmissdo em adulto em conseqiiéncia de um



ataque epiléptico, onde um individuo HIV positivo transmitiu o virus para sua mae por
meio de uma mordida (Andreo et al., 2004).

Estima-se que mais de 90% das infeccdes em recém-nascidos e criangas sao
causadas pela transmissdo perinatal (Quinn, 1996), sendo que, em 2002, foi estimado
que 800.000 criancas tivessem sido infectadas, antes ou durante o nascimento ou por
meio da amamentac¢do (Unaids, 2000). Sem tratamento, o risco da transmissdo vertical
¢ de aproximadamente 25% a 30%, embora esta taxa de transmissdo seja aumentada na
Africa (Wiktor et al., 1997).

Um outro dado preocupante, ¢ que a AIDS tem aumentado significativamente
entre as mulheres. Quase 60% dos infectados com o HIV-1 sdo mulheres (Annan,
2002), despertando a necessidade em desenvolver vacinas, microbicidas e outras
estratégias de preven¢do para amenizar a propagagao do HIV, principalmente nesses
casos.

A epidemia da AIDS tem causado um alto custo quando se trata de perda e/ou
diminui¢do na qualidade de vida no mundo, especialmente na Africa, onde
aproximadamente 70% das mortes ocorridas sdo decorrentes da infeccdo pelo HIV

(Healthy, 2002).

1.1.3 Perspectivas no controle da AIDS.
Historicamente, os mais marcantes avangos em saude publica sempre

envolveram mudangas radicais no comportamento social, € no caso de certas doengas,
também envolveram avangos tecnologicos. Certamente o controle desta nova pandemia
nao fugira ao requerimento destes dois fatores.

O componente social, certamente devera se focalizar no implemento de
estratégias globais de prevencdo, assim como garantir o acesso universal aos diferentes
meios de prevengao e tratamento.

Sob o ponto de vista tecnologico, a pesquisa na AIDS atingiu uma encruzilhada
marcada pelo surgimento de novos paradigmas, entre os quais se destacam os
surgimentos de variantes resistentes aos inibidores presentes no coquetel antiretroviral,
a permanéncia de reservatdrios virais latentes, a presenca de efeitos toxicos colaterais
causados pelo tratamento e por ultimo, o alto custo das drogas disponiveis no mercado.
Dessa forma, a pesquisa de mecanismos basicos de patogénese volta a desempenhar um

papel crucial na identificacdo de novos alvos farmacoldgicos e conseqiientemente, no



desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
1.2 Diagnostico, Manifestagdes Clinicas e Tratamento.

1.2.1 Diagnostico.
O diagnéstico para deteccdo da infeccdo pelo HIV ¢ realizado por meio de

testes laboratoriais, que envolvem a detec¢do de anticorpos por ensaio imuno-
enzimatico (ELISA), entretanto, este exame pode ser reativo devido a alta sensibilidade
do teste, fazendo se necessario o uso de métodos mais especificos, como “western
blotting”, imunofluorescéncia e diagnostico molecular, em caso de janela imunologica,
como a reagdo de polimerizagao em cadeia (PCR) usada em pesquisas (Wigg et al.,
2002).

Os testes utilizados sdo incapazes de identificar pessoas recentemente
infectadas, uma vez que apos a infecgdo tarda se de 6 a 12 semanas para que aja a
produgdo de anticorpos (soroconversao) periodo este denominado janela imunologica.
Os testes utilizados apresentam, geralmente, niveis de até¢ 95% de positividade, nos

primeiros seis meses apos a infecgao (Saude, 2005).

1.2.2. Manifestacdes clinicas.
A infecgdo pelo HIV pode ser dividida em dois diferentes estagios ou fases:

fase aguda e fase cronica. Na fase aguda que pode ser assintomatica, a contagem de
linfocitos T CD4 ¢ superior a 500 células/mm’. Quando presente os sintomas, que s6
aparecem durante o pico de viremia e no inicio da resposta imunitiria, que pode
consistir numa simples gripe, febre, linfoadenopatia, certa perda de peso, nausea,
vOomito e hepatoesplenomegalia. Nesta fase ¢ também possivel o surgimento de
doencas oportunistas como candidiase oral, meningoencefalite, tuberculose, pneumonia
e sindrome de Guillain-Barré (Wigg et al., 2002).

Na fase cronica ou tardia, a contagem de linfocitos T CD4 cai drasticamente
entre 50 a 200 células/mm’. Nesta fase, os pacientes estio muito mais susceptiveis, a
infeccdes oportunistas causadas por virus, bactérias, fungos e protozoarios, como
pneumonia decorrente da infeccdo por Preumocystis carinii, criptosporidiase,
encefalite por Toxoplasma gondii, e alguns tipos de neoplasia, como sarcoma de

Kaposi e linfoma ndo Hodgkin (Wigg et al., 2002).



1.2.3 Tratamento.
O surgimento da terapia antiretroviral (HAART) proporcionou ao paciente

dréstica supressdao da replicacdo viral, aumentando-lhe o tempo e qualidade de vida.
Atualmente, os diversos anti-retrovirais licenciados, t€ém como alvo molecular,
principalmente, as enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN).

Dentre os inibidores de RT, seis sdo andlogos de nucleosideos (AZT,
Didanosine; Zalcitabine; Lamivudine; Stavudine; Abacavir e as formulagdes
combinadas), um inibidor andlogo de nucleotideo (Tenofovir) e trés sdo inibidores ndo-
analogos de nucleotideos (Nevirapine; Delavirdine e Efavirenz). Atualmente, ha oito
inibidores de PR licenciados: Saquinavir, Indinavir, Ritonavir, Nelfinavir, Lopinavir,
Amprenavir, Atazanavir e Tipranavir. Apesar de existirem alguns problemas, no que
concerne a toxicidade e disponibilidade dos inibidores da IN (Naphthyridine e
Dilketoacid), estes foram liberados para testes clinicos em 2004 (Kilby e Eron, 2003).

No Brasil, o tratamento dos pacientes infectados tem um alto custo, pois dos 17
medicamentos antivirais utilizados, nove sdo importados. Em 2005, registraram-se
170.000 infectados, sob tratamento, o que representou neste ano um custo de
aproximadamente R$ 800 milhdes de reais. Para este ano de 2006, estdo previstos
aproximadamente R$ 960 milhdes de reais na compra de anti-retrovirais (Saude, 2005).

Apo6s o uso do coquetel anti-retroviral por mais de uma década, o tratamento
mostrou ter sérias limitacdes: ineficacia na erradicacdo da infec¢do, dada a persisténcia
de reservatorios virais, o surgimento de variantes resistentes, devido a mutagdes e
finalmente, por apresentar sérios efeitos colaterais, como alteracdes no metabolismo de
lipideos que redundam, em alguns casos, em acidentes cardiovasculares e lipodistrofia
muscular e ainda altera¢des neurologicas (Furtado et al.; Yerly et al., 1999). Dentro
dessa nova realidade, e gracas aos novos conhecimentos trazidos pela pesquisa basica,
novas drogas e abordagens terap€uticas estao sendo desenvolvidas.

Uma nova tendéncia no tratamento ¢ a indugdo de uma resposta imunitaria
capaz de complementar o tratamento anti-retroviral. Dessa forma, mediante um
fenomeno chamado de “auto-imunizacao”, conseguido pela interrup¢do temporaria da
terapia, busca-se estimular a resposta imune especifica, em pacientes submetidos a
terapia retroviral.

Muitas, das mais promissoras drogas, que estdo sendo testadas em ensaios

clinicos visam inibir a interagdo entre as proteinas virais e celulares. Estas drogas agem



basicamente, nos trés diferentes estagios da entrada do virus na célula hospedeira.

No primeiro estagio, interagdo gpl20-CD4, encontram-se o0s compostos
BMS488043 (Hanna, 2004) e PRO542 (Jacobson et al., 2004), os quais provaram ndo
serem toxicos e diminuir em mais de 10 vezes os niveis de RNA viral no plasma.

No segundo estagio, os compostos schering D, UK 427-857, GW873140, Tak
220 e moléculas andlogas ao ligante natural, RANTES, que agem inibindo os co-
receptores na entrada viral, sdo direcionados contra o co-receptor CCRS. Os que estdo
dirigidos contra as moléculas CXCR4, sao: AMDO070 e KRH-2371 (Greene, 2004).
Talvez, a principal limitagdo do uso dos inibidores do co-receptor CCRS, seja a
possibilidade de induzir mudangas, no uso do co-receptor CCRS5 para o CXCR4, o que
levaria a uma evolugdo mais rapida para AIDS.

As drogas mais promissoras sao as que agem no ultimo estagio, onde ocorre a
fusao das membranas virais e celulares. A mais promissora, dentre elas, ¢ o inibidor T-
20 (De Clercq, 2004), a qual foi aprovado pela “US Food and Drug Administration”.

Dentro das abordagens experimentais, baseadas em novas informacdes a
respeito dos mecanismos da regulagdo da expressdo génica ¢ patogénese do HIV-1,
diferentes grupos de pesquisa, inclusive o nosso, vem desenvolvendo projetos, como o
uso de RNAs de interferéncia contra proteinas virais e celulares (Anderson e Akkina,
2005) (Lee et al., 2003), e vetores lentivirais com capacidade de interferir na
modula¢do de CD4, mediada pelo HIV-1 (Pham et al., 2004) (ver item 5.3.3). Outras
areas promissoras da pesquisa, que podem redundar no desenvolvimento de novas
drogas, sdo as focalizadas no estudo de inibidores naturais da infeccdo, presentes na

célula do hospedeiro, como APOBEC e Trim 5a (Sheehy et al., 2003; Yu et al., 2003).
1.3 O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1).

1.3.1 Um breve histérico.

A ancestralidade do HIV, tem sido investigada, a partir de um virus simio muito
semelhante ao HIV, o SIV do chimpanzé (SIVcpz), encontrado no oeste da Africa
central (Gao et al., 1999). No entanto, a exata origem do SIVcpz permanece
desconhecida, devido a existéncia de mais de 20 espécies de primatas ndo humanos
africanos (Hahn et al., 2000). A anélise filogenética de SIVcpz, tem sugerido que este,
pode ter se originado como resultado da recombinagdo entre o SIV presente no “red

capped mangabeys” (SIVrcm) e o SIV presente no‘“‘greate spotted nose” (SIVgsn)



(Santiago et al., 2002). Outra hipdtese ¢ que chimpanzés por possuirem o habito de
predar primatas menores, poderiam ter adquirido virus por meio da alimentacdo (Hout

et al., 2004).

Embora ainda ndo se saiba ao certo, a forma que o HIV tenha sido transmitido
do macaco, seu hospedeiro natural, ao ser humano, muitas especulagdes t€ém surgido
nesses Ultimos 25 anos. Alguns pesquisadores tém levantado hipdteses de que o HIV
teria surgido em humanos, como conseqiiéncia da presenca do virus do simio, em
amostras de tecidos renais de macacos, usadas para a preparagdo da vacina contra o
virus da poliomielite, que era aplicada em grande escala, na regido da Africa ocidental
a meados do século passado (Butler, 2004). No entanto, essa teoria foi refutada
recentemente, por ndo serem encontradas evidéncias filogenéticas que sustentassem

esta hipotese (Worobey et al., 2004).

1.3.2 Classificacdo filogenética.

O HIV pertence a familia Retroviridae, género Lentivirus (Latim lentus = lento)
e por meio de estudos soroldgicos, foram evidenciados dois tipos antigénicos: HIV-1 e
HIV-2 (Grant e Cock, 2001), sendo que o HIV-1 ¢ mais virulento, e mais disseminado
pelo mundo todo, enquanto o HIV-2 ¢ menos virulento e se encontra quase
exclusivamente no oeste da Africa. Tanto o HIV-1 como o HIV-2, compreende em
diferentes subtipos, em diferentes organizagdes genomicas (Hahn et al., 2000).

O HIV-1, amplamente distribuido pelo mundo, ¢ caracterizado por uma
variabilidade genética rara, resultado de sua alta taxa de mutagdo, que levou a originar
inimeros subtipos, ¢ dentro de cada subtipo, hd regides de polimorfismos ¢ de
hipervariabilidade (Domingo et al., 1998). As diferentes variantes sdo definidas, por
meio da andlise da seqiiéncia de nucleotideos dos genes gag, env e pol. Assim, através
deste tipo de andlise foi possivel subdividir o HIV-1 em trés grandes grupos: M
(major), O (outlier) e N (nem M, nem O). O grupo M pode ser subdividido em subtipos
filogeneticamente associados, "A" a "J" (Yang et al., 1999) e suas formas
recombinantes (CRFs), (Robertson et al., 2000).

Embora a maioria dos subtipos seja comum na Africa central, a distribuicio
mundial pode variar: o subtipo B ¢ prevalente na América do Norte, Sul e Europa; o
subtipo A ¢ prevalente na Africa; o subtipo E na Tailandia; o subtipo C mais prevalente

na India e Africa do Sul; e o subtipo F esta presente na Roménia, Brasil e Argentina
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(Heyndrickx ef al., 1998). Em adi¢do, o grupo O estd centrado em Camardes e paises
vizinhos como, Guinea Equatorial e Gabdo, embora a infec¢do pelo HIV-1 do grupo O
também tenha sido identificada na Europa e Estados Unidos. Finalmente, o grupo N do

HIV-1 foi identificado em Camardes (Yang et al., 1999).

1.3.3 Estrutura.

O HIV-1 ¢é um patogeno bastante simples com nove genes e 15 proteinas.
Apresenta um envoltorio lipoglicoprotéico denominado envelope, que recobre o
nucleocapsideo. O envelope na sua parte externa apresenta projecdes ou “‘spikes”
contendo triméros formados pelas glicoproteinas gp120 (SU) e gp4l (TM). A gpl120
localiza-se externamente ao virion, estendendo por meio da gp41 na regido hidrofobica
do envelope viral (Turner e Summers, 1999). Internamente, o envelope esta constituido
pela proteina matriz (MA) pl7 ligada ao 4acido miristico, sendo responsavel pela
integridade viral e pela a incorporag@o das proteinas no virion maturo.

O nucleocapsideo possui formato conico, tipico de lentivirus, constituido pela
proteina do capsideo (CA) p24, e como todo retrovirus, o material genético ¢ composto
por duas fitas de RNA. Trés importantes enzimas encontram-se associadas as duas
moléculas de RNA, a transcriptase reversa (TR), a integrase (IN) e a protease (PR),
além das proteinas acessorias Nef, Vif e Vpr e as proteinas p6 e p9 (Figura 1).

O genoma do HIV-1 tem aproximadamente 9,8 kb constituindo-se de nove
genes, sendo trés estruturais, gag, pol e env, dois regulatorios, tat e rev, e quatro
acessorios, nef, vpu, vpr e vif, possuindo nas extremidades 5’ e 3’ longas seqiiéncias
repetidas invertidas ou LTRs (Long terminal repeats sequences). Entretanto, existem
algumas variagdes entre os genomas do HIV-1, 2 e SIV, como, por exemplo, a
presenca do gene vpx, presente somente no genoma do HIV-2 e algumas cepas de SIV,
substituido pelo o gene vpu no HIV-1 (Fackler e Peterlin, 2000) (Figura 2). A grande
versatilidade viral ¢ fundamentada nas multiplas fun¢des associadas as proteinas virais

(Tabela 1).
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SU (glicoproteina de
superficie, gp120)

TM (glicoproteina
transmembrana, gp41)
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NC (proteina do
nucleocapsideo, p9)

RNAt iniciador

RT (transcriptase
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Figura 1. Representaciio esquematica do virus da Imunodeficiéncia Humana, HIV-1. O HIV-1 ¢
envolto por um envelope de natureza lipoglicoprotéica. Em sua face interna, localiza-se a matriz, ¢ na
por¢do central da particula viral, encontra-se o capsideo com formato conico. O genoma viral ¢
constituido por duas fitas de RNA estabilizadas pelas proteinas do nucleocapsideo (p7). No interior do
capsideo, encontram-se as enzimas Protease (PR), Transcriptase Reversa (RT), Integrase (IN) e as
proteinas (Nef, Vif e Vpr) (Wigg et al., 2002).
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a) HIV-1

LTR Vif Vpu Env Nef

LTR Vif irx Env Nef

¢) SIV

Gag Pol Vpr Rev Tat

Figura 2. Estrutura genomica do HIV-1, HIV-2 e SIV.(a) HIV-1 (Virus da Imunodeficiéncia Humana
tipo 1). (b) HIV-2 (Virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 2). (c¢) SIV (Virus da Imunodeficiéncia de
Simios). Os genes gag, pol e env (barras lilas, azul e verde respectivamente), codificam proteinas
estruturais. Os genes fat e rev (barras roxas e laranjas respectivamente) codificam proteinas regulatorias.
Os genes nef, vif, vpr ¢ vpu ou vpx em HIV-2 (barras vermelhas, cinzas, amarelas, rosas e azul claras,
respectivamente) codificam proteinas acessorias. Nas terminagdes 3’ e 5°, encontram-se as seqiiéncias
repetitivas longas, chamadas de LTRs (Greene ¢ Peterlin, 2002).



Tabela 1. Relacio dos genes do HIV-1 e suas fungdes.
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Proteina

Tamanho (kDa)

Funcéo

Gag

Transcriptase Reserva

Protease

Integrase

Envelope (Env)

Ativador transcricional (Tat)

Regualador da expressdo viral

(Rev)

Fator de regulacio negativa

(Nef)

Fator de infectividade viral

(Vif)

Proteina viral “R” (Vpr)

Proteina viral “U” (Vpu)

Proteina viral ”X” (Vpx)

p24
pl17

p9
po6
po66, p51

pll

p32

gpl60

pl4

p19

p27

p23

p15

p16

p15

A\

Proteina do Capsideo se liga ciclofilina “A”.

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

importa (PIC) para fosforilagdo.

Proteina associada ao RNA.

Proteina associada ao RNA - auxilia no brotamento, interage com

Vpr, PTAP-TGS101.

Responsavel pela transcrigdo reversa,

polimerase.

com fun¢do de DNA

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

Realiza o processamento das poliproteinas precursoras virais.

Realiza a integragdo do DNA proviral.

Clivada no reticulo endoplasmatico em gp120(SU) e gp41(TM).

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

e Gp41 medeia fusdo com a membrana citoplasmatica.

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

Liga-se a regido de ativagdo transcricional (TAR).

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

e Aumenta a extensdo da RNA Pol II.
Liga-se ao RRE.
e Inibe o splicing do RNA viral.

o Exporta RNA spliced incompleto do nucleo.

Modulag¢do de CD4/MHC 1.
® Bloqueia apoptose.
e Aumenta a infectividade viral.
e Altera o estado da ativagdo celular.

e Aumenta patogénese.

Supera os efeitos inibitorios da célula do hospedeiro.

o Estabiliza o complexo RT.

e Aumenta a infecciosidade viral.

o Auxilia a sintese do DNA proviral e/ou empacotamento viral.

Retarda a fase G2.

e Facilita a infeccdo de Macrofagos.
Promove a degradagio de CD4.

o Auxilia a liberagdo do virus.

Auxilia a infcciosidade.
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1.4 A proteina acessoria — Vpu.

A proteina viral U (Vpu) é uma fosfoproteina de membrana, que varia de 77-86
aminoacidos, sendo capaz de homo-oligomerizacao, (Binette e Cohen, 2004) (Tiganos
et al., 1998). Esta proteina estd presente exclusivamente no HIV-1, em alguns tipos
SIV de chipanzés (SIVcpz) e em outras trés espécies de macaco do género
Cercopithecus como, greater spot-noised Cercopithecus nictitans (SIVgsn); macacos
mona, Cercopithecus mona (SIVmon); macacos mostache Cercopithecus cwephus
(SIVmus) (Barlow et al., 2003; Courgnaud ef al., 2002), encontrados no velho mundo
(Gomez et al., 2005), mas ndo sdo encontrados em outros virus, como HIV-2 e SIV
presentes no restante dos primatas ndo humanos (Huet et al., 1990). Entretanto, ndo se
sabe, se as variantes desta proteina presentes nos primatas nao humanos, possuem as
mesmas fungdes, observadas no HIV-1, uma vez que, os genes situados nos SIVcpz e
SIVmon, possuem apenas 1 dos 4 potenciais sitios para cinase Il e os presentes em
SIVgsn e SIVmus, ndo possuem nenhum sitio para cinase II. Estudos evolucionarios
realizados em virus encontrados em chimpanzés (SIVcpz) mostraram evidéncias, que o
gene vpu poderia ter surgido nestas espécies por recombinagdo entre SIV do “red
capped mangabeys” (SIVrcm) e o SIV do “greater spot-noised” (SIVgsn) (Kimura et
al., 1994; Santiago et al., 2002).

O HIV-2, ndo possui o gene vpu, encontrando-se o gene vpx em seu lugar, mas
parece estar mais relacionado ao gene vpr, tendo-se sugerido, que este teria surgido,
por meio de uma duplicacdo deste gene, durante a evolucdo (Tristem et al., 1992).

A proteina Vpu ¢ codificada pelo mesmo mRNA bicistronico, que codifica a
glicoproteina de envelope (Env), gp160 (Gomez et al., 2005). Estudos com a proteina
Vpu do HIV-1, subtipo “B”, tem mostrado que esta se localiza predominantemente no
complexo de Golgi, mas também esta presente no reticulo endoplasmatico rugoso. Esta
proteina viral é composta por trés dominios: um pequeno N-terminal (NTD), um
dominio trans-membrana hidrofébico (TM) e um dominio citoplasmético hidrofilico
(CD) (Pacyniak et al., 2005).

O dominio NTD e o TM estdo constituidos pelos primeiros 27 aminoacidos. O
NTD possui a fun¢do de ancorar a proteina na membrana e o de TM forma um dominio
helicoidal perpendicular a membrana plasmatica, que participa na liberagdo das
particulas virais (Bour e Strebel, 2000). J4 o dominio citoplasmatico, ligado ao TM por

um peptideo flexivel, tem sido associado a diminui¢do da expressao do receptor CD4
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(Tiganos et al., 1998) e estdo constituidos por 2 a-hélices conectadas por um peptideo
conector “regido de dobradica”. A primeira a-hélice ¢ anfipatica, e estd formada pela
seqiiéncia que corresponde aos residuos 35-49, que por sua vez, encontra-se em
orientagdo paralela a membrana, tendo seu lado hidrofobico voltado para a membrana e
o hidrofilico para o citoplasma. Logo em seguida, encontra-se um peptideo conector
flexivel presente entre os aminoacidos 52-56. Este “loop” flexivel possui dois sitios
fosfoaceptores, dois residuos de serinas, altamente conservados nas posigdes 52 e 56.
Ambas serinas sdo fosforiladas por uma caseina cinase II celular (CK-II), eventos
requeridos para degradagdao da molécula de CD4 (Tiganos et al., 1998; Gomez et al.,
2005).

A segunda a-hélice, menos anfipatica, estd presente entre os residuos 58-70
seguida por um motivo helicoidal, entre os residuos 73 e 78 (Figura 3). Esta a-hélice,
seria responsavel pela retengdo da proteina no complexo de Golgi, no caso do subtipo
“B” (Pacyniak et al., 2005).

E importante ressaltar, que este modelo de estrutura tercidria de Vpu pode
sofrer importantes alteragcdes, em conseqiiéncia da ligacdo a proteinas celulares, como
CD4 (Reeves et al., 1999), B-transducina (B-TrCP) (Simmons et al, 1998), UBP
(Proteina de ligagdo a Vpu) (Simmons et al., 1996) e TASK-1 (Hsu, 2004) liga¢cdes

descritas posteriormente.
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Figura 3. Estruturas da proteina Vpu do HIV-1. a) Seqiiéncia primaria da proteina Vpu, (b) Estrutura
terciaria da proteina Vpu, mostrando os principais dominios. A regido N-terminal hidrofobica € seguida
pela regido de transmembrana (em vermelho), e por duas hélices anfipaticas (rosa e verde). Ambas as
hélices estdo associadas por uma ligagdo flexivel, a qual contém dois fosfoaceptores, Ser52 e Ser56
(Coadou et al., 2003).
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1.4.1 Vpu e a degradacéao do receptor viral CD4.

A modulacdo da expressao do receptor CD4 ¢ um dos mais importantes eventos
durante a infeccao pelo HIV-1, sendo conservada tanto nos mecanismos de infecgdo
pelo retrovirus da imunodeficiéncia humana (HIV-1, HIV-2) como na imunodeficiéncia
simiana (SIV), (Foster et al., 1994; Garcia e Miller, 1991). Trés proteinas virais, Nef,
Env e Vpu, participam neste processo, sugerindo que a remog¢do do receptor viral da
superficie celular possui um papel critico no ciclo de replicagdo destes retrovirus (Lama
et al., 1999; Coleman et al., 2001).

Enquanto a proteina Nef participa na degradagdo das moléculas CD4 presentes
na superficie da célula infectada, Vpu e Env, participam na degradacdo das moléculas
que estdo sendo sintetizadas no reticulo endoplasmatico (Hout et al., 2004) (Schubert e
Strebel, 1994). Neste ultimo mecanismo, a glicoproteina de envelope (gp160) devido a
sua alta afinidade, interage com o receptor viral dentro do reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) bloqueando o processamento e o transporte de CD4 para superficie
celular. A formagdo deste complexo gera um determinado transtorno para o virus, uma
vez que, a glicoproteina Env também se encontra impedida de ir para superficie da
célula, onde ¢ requisitada para montagem de virions infecciosos (Jabbar e Nayak,
1990).

Posteriormente, a proteina Vpu libera a molécula CD4 deste complexo e a
direciona para degradagdo proteassomica (Schubert e Strebel, 1994) o que permite que
Env seja liberado para superficie da célula (Willey et al., 1992), o que sugere, que Vpu
ndo so participaria na degradacdo de CD4, mas também seria importante na liberacdo
da gpl60 e sua subseqiiente incorporagdo na superficie das particulas virais. Nesse
mesmo estudo foi mostrado que em células HeLa expressando Vpu, a molécula CD4
foi rapidamente degradada com a diminui¢do da meia-vida de 12h para
aproximadamente 15min (Willey et al., 1992).

Por outro lado, os trabalhos de Levesque e colaboradores (2003) e Tanaka e
colaboradores (2003) tém mostrado a importancia da degradacao de CD4 mediada por
Vpu na infectividade viral. Apesar de mostrar claramente uma maior incorporagdo da
molécula CD4, na superficie viral, estes autores ndo conseguiram correlacionar estes
dados com uma menor incorpora¢do da glicoproteina de superficie, sugerindo a

formacao de complexos CD4-gp120 ndo funcionais como mecanismo mais provavel
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(Levesque et al., 2003; Tanaka et al., 2003). A acumulagao de CD4 traz uma outra
conseqiiéncia deletéria para o virus, a inibicao da liberacdo das particulas virais. Assim,
Bour e Strebel (1999) demonstraram claramente que a expressdo de CD4 em células
HeLa inibia a liberagdo viral, por um mecanismo independente de Env. Em resumo
estes e outros trabalhos apontam que a degradagdo de CD4 mediada por Vpu ¢
necessaria para a produgdo de particulas virais infecciosas (Strebel e Bour, 1999).

Sob o ponto de vista mecanistico, Env ndo ¢ absolutamente necessaria para a
degradacgdo de CD4, restringindo-se apenas a funcao de reter a molécula de CD4 no RE
(Lenburg e Landau, 1993).

O processo de degradagdao de CD4 mediado por Vpu envolve multiplos passos,
comegando pela ligacdo de Vpu a calda citoplasmatica de CD4 (Bour et al., 1995).
Estudos mutacionais e de delecdo, identificaram um fragmento compreendido entre os
residuos 416 e 419 (EKKT) como o fragmento responsavel pela ligacdo com a proteina
viral. Este dominio ¢ diferente daqueles envolvidos na ligagdo com Nef ou na interagao
com a tirosina cinase (p56Lck), proteina esta envolvida na expressio de CD4 na
superficie celular.

O dominio de Vpu, requerido para ligacdo de CD4, parece ser mais discreto,
porém a primeira a-hélice foi identificada como o principal dominio envolvido (Cohen
et al., 2000). No entanto, esta ligacdo ndo ¢ suficiente para induzir a degradacao de
CD4, uma vez que, mutacdes nos dois residuos de serina susceptiveis a fosforilagao e
localizados na curta dobradiga, entre as duas a-hélices, inibem o processo de
degradagdo de CD4 (Margottin et al.,, 1998), sugerindo que a fosforilagdo desses
residuos € crucial para atividade de Vpu. No entanto, foi demonstrado em algumas
cepas de SIV, que a falta de uma segunda serina é provavelmente substituida por trecho
de aminoacidos carregados negativamente (Gomez et al, 2005). Um outro
requerimento para a verificagdo destes mecanismos ¢ a formac¢do de complexos
multiprotéicos (Schubert et al., 1998).

Apos a fosforilacdo dos residuos de Ser52 e Ser56, e principalmente por meio
da pSer52, Vpu se liga a uma proteina contendo repeticdes de F-box-B-transducina (j3-
TrCP), um componente do complexo de ligagdo ao complexo E3 ubiquitina, o SCF*
TP (Coadou et al., 2003). Isso sugere que a serina fosforilada permite a associa¢io
proteina-proteina, por uma estabilizagdo eletrostatica, onde a regido negativa de Vpu, ¢

reconhecida pelos residuos positivos (Arginina e Lisina) presentes no dominio C-
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terminal ou WD da proteina B-TrCP, denominagdo esta por conter sete repeticdes dos
aminoacidos triptofano/acido aspartico (W/D) (Coadou et al., 2003).

O complexo SCFPTP

reconhece um fragmento compreendido entre os
aminoacidos 41-61, sendo as sete repetigdes WD, suficientes para a ligacao ao peptideo
DSPGXXSP, presente na maioria dos substratos protéicos, inclusive a proteina Vpu
(Margottin et al., 1998).

J& o N-terminal, contendo um motivo F-box, recruta o complexo SCF
ubiquitina ligase E3 por intermédio da ligagdo com uma de suas subunidades, a Skpl,

(Deshaies, 1999) o qual por sua vez, recruta a enzima E1, componente chave na ligagdo

de moléculas de ubiquitina a proteinas alvo (Figura 4).

pathway

Figura 4. Modelo esquematico do mecanismo de degradacio de CD4 mediado por Vpu. O esquema
mostra como a proteina Vpu, ao ser fosforilada por uma caseina cinase II celular, desencadeia uma série
de reagdes, que levam a ubiquitinagdo e posterior degradacdo da molécula CD4 via proteassomica
(Coadou et al., 2003).



19

Diferente de outros substratos do complexo SCF PP, Vpu ndo ¢ degradado, sendo
ainda desconhecido o mecanismo responsavel. Uma possibilidade seria que Vpu de
alguma forma mascara o residuo de lisina, o qual ¢ um potencial alvo de ubiquitinagao
pelas proteinas E1 e E2 (Binette e Cohen, 2004). Esta peculiaridade tem importantes
conseqiiéncias bioldgicas, ja que seqliestraria a maquinaria de ubiquitinagdo
dependente do complexo SCF, piorando a degradacdo de véarias proteinas celulares e
contribuindo para os efeitos patogénicos do HIV-1.

Dentre as proteinas que também sdo substratos da B-TrCP e cujo metabolismo ¢
afetado por Vpu, encontram-se o inibidor do fator NFkB, o IkBa NF, a B-catenina e o
fator transcripcional ATF4 (Lassot et al, 2001). A inibicdo da atividade do fator
transcripcional NFkB, mediante a inibicdo da degradacdao do seu inibidor, o IkBa,
poderia levar a apoptose da célula infectada, o que afetaria os mecanismos de
imunidade inata, dada a participag@o deste fator na expressdao de genes anti-apoptoticos
e de ativagdo celular mediada pela agdo de fatores, como o de necrose tumoral (TNF-
a), interleucina 1 (IL-1) entre outros (Pahl, 1999; Akari et al., 2001). Por outro lado, foi
atribuida uma func¢do anti-apoptotica a esta proteina, ao relacionar a presenca em dois
isolados clinicos do subtipo B, de um “stop codon” prematuro, logo depois da primeira
metionina ou na interface do dominio transmembranico e citoplasmatico, a um
aumento de apoptose em células de sangue periférico (Komoto et al., 2003).

O aciamulo da B-catenina, pode também ter importantes conseqiiéncias
bioldgicas, desde que, a presenca deste fator, foi relacionada a ativagdo de varios genes
com efeito oncogénico, o que levanta a possibilidade que Vpu contribui ao
desenvolvimento de tumores, sintomas caracteristicos da fase cronica da AIDS (Bour et

al., 2001).

1.4.2 Vpu e a liberagéao viral.
A liberacdo das particulas virais da célula infectada ¢ um dos topicos mais

estudados, e a0 mesmo tempo mais obscuros da biologia deste virus, mas sabe-se que a
expressdo de Vpu estimula drasticamente a saida viral em células humanas (Bour ¢
Strebel, 2003) e que virus deficientes nesta proteina se acumulam no citoplasma e na
membrana plasmatica (Klimkait et al., 1990).

Por outro lado, os mecanismos envolvidos neste processo, podem ser

basicamente divididos em dependentes e independentes da proteina Gag, sendo que, a
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proteina Vpu estaria envolvida nos mecanismos independentes de Gag, mas nao
podemos descartar a possibilidade, de que estes mecanismos, estejam relacionados ou
que sejam interdependentes. De fato, experimentos de localizagdo celular indicam que
Vpu aumentaria a liberagdo do HIV-1, promovendo o transporte de Gag para a
membrana plasmatica ou aumentando a afinidade do dominio matriz (MA) com a
membrana, sugerindo a existéncia de uma conexao entre os mecanismos dependentes e
independentes de Gag (Deora e Ratner, 2001).

Ainda ndo se sabe exatamente quais sdo os mecanismos pelos quais Vpu
promove a saida viral, mas esta bem definido que ¢ mecanisticamente diferente do
fendmeno de degradacdo de CD4, com o qual, apresenta importantes diferencas como:
a) a degradacdo de CD4 e a liberagdo viral acontecem em diferentes compartimentos
celulares, RE e pos-RE, respectivamente; b) a degradagdo de CD4 depende de
seqliéncias presentes no dominio citoplasmatico, entretanto, a liberacdo viral se da
principalmente por meio da regido de TM localizada no N-terminal e ¢ parcialmente
afetada por mutacdes, que evitam a fosforilagdo das serinas (Friborg et al., 1995).

O fato que Vpu, pode estimular a producao de particulas virais, na presenca da
proteina Gag de outros retrovirus distantemente relacionados, como o da leucemia
murina (Gottlinger ef al., 1993) sugere fortemente, que esta proteina viral agiria de uma
forma indireta modificando o ambiente celular.

Mediante mutagdes no dominio de TM, pelo uso da droga "amiloride", que leva
a inibir a formacao de homopolimeros, bloqueia a capacidade desta proteina de se
comportar como uma proteina formadora de canais de ions (Ewart er al, 2002;
Schubert et al., 1996). Entretanto ndo estd claro como esta fungdo pode regular a
liberagdo viral.

Um dado curioso, ¢ que o efeito de Vpu ¢ dependente do tipo celular, e parece
ser influenciado pelo nivel de proliferacao celular (Deora e Ratner, 2001). Assim, Vpu
¢ imprescindivel para o brotamento viral em linhagens celulares humanas, no entanto, ¢
dispensavel em linhas celulares de macacos. Estudos com heterocarions indicaram
claramente a presen¢a de um inibidor na montagem ou brotamento viral em células de
primatas humanos, e ndo em células de primatas nao humanos, o qual seria bloqueado
pela proteina viral (Varthakavi ef al., 2003).

Seguindo esta linha de raciocinio, ¢ interessante destacar que Vpu interage com

duas proteinas celulares, as que mostraram inibir a produ¢do de particulas virais. A
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primeira ¢ uma proteina de 41 kDa chamada UBP (proteina de ligacdo a Vpu)
(Callahan et al., 1998). Curiosamente, esta proteina (UBP) também interagir com a
proteina Gag, entretanto, existe um efeito competitivo, mais que aditivo, entre ambas as
interagdes. Por outro lado, a superexpressdo da UBP deprime a habilidade de Vpu de
promover a saida do virus, sugerindo que UBP seria um fator negativo para a
montagem viral, o que precisaria ser desligado de Gag ou inibido por Vpu, para
permitir o transporte de Gag a membrana celular e mais especificamente, nos
microdominios ricos em colesterol, “lipid raft”, onde aconteceria o encapsulamento ¢
liberacao viral (Nguyen e Hildreth, 2000; Deora e Ratner, 2001).

A segunda proteina, que inibe a liberacdo viral e que interage com Vpu ¢ uma
proteina formadora de canais de K', chamada de TASK-1 (Hsu, 2004). Os efeitos
inibitorios de Vpu parecem obedecer a formacao de hetero-complexos (Vpu-TASK-1)
e a uma acelerada degradagao de TASK-1. Estes dados sugerem que Vpu poderia
aumentar a liberagdo viral, por uma alteragdo no potencial elétrico da membrana

plasmatica, o que por sua vez, poderia levar a alterar a fluidez e estrutura da mesma.
1.4.3 A proteina acessoria — Rev.

A proteina Rev do HIV-1 ¢ uma fosfoproteina de 116 aminoacidos, e ¢
essencial para replicagdo viral, além de ser responséavel pela exportagdo de RNAs virais
ndo processados ou incompletamente processados do nticleo para o citoplasma, como
sdo os transcritos dos genes gag/pol, vif, vpr e vpu/env (Bohne et al., 2005).

Codificada por dois exons, (exon 1: dos aminoacidos 1 ao 25 e exon 2: dos aa
26 ao 116), possui trés dominios: a) um dominio bdasico rico em arginina (do
aminoacido 38 ao 50), sendo que dos 12 aminoécidos presentes nesse dominio, nove
sdo argininas. Esse dominio rico em arginina se liga especificamente a uma regido do
complexo secundaria do RNA, denominado RRE, além disso, esse dominio medeia a
ligagdo ao RNA (RBD) e serve como sinal de localizagdo nuclear e nucleolar (NLS /
NOS) (Malim et al., 1998); b) duas regides de multimerizagdo essenciais para a fungdo
da proteina, que se encontram flanqueando o dominio basico, a primeira regido
corresponde do aminoacido 14 ao 23, e a segunda regido do aminoacido 55 ao 63
(Kjems e Askjaer, 2000) e ¢) um dominio de exportagdo nuclear carboxi terminal, rico

em leucina (aminoacido 75 a 84).
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Rev exerce sua fun¢ao mediante a interacao, com uma regido intronica do RNA
do HIV-1 presente no transcrito do gene env, denominada elemento responsivo de Rev
(RRE) (Jain e Belasco, 2001), formando multimeros, que exporta grandes complexos
ribonucleoprotéicos contendo RNAs incompletamente processados para o citoplasma
(Hope, 1999; Cullen, 2003). Este processo ¢ mediado pela interagao de multimeros da
proteina Rev com fatores de exportagdo nuclear (CRM1 e exportina 1) (Jain e Belasco,
2001).

A replicagdo do HIV-1 ¢ caracterizada por uma expressao coordenada dos
diferentes transcritos, onde o HIV-1 usa um processo alternativo, que gera varios
transcritos importantes para producdo de virus. A auséncia dessa proteina faz com que
esses transcritos permanegam no nucleo da célula, sendo processados completamente
ou submetidos a degradagdo. Diferentemente, na presenga de Rev os transcritos
incompletamente processados sdo acumulados no citoplasma para servirem como
moldes na sintese de proteinas estruturais e acessorias, assim como, para formacao do
genoma viral (Thomas et al., 1998).

Dessa forma, a proteina Rev do HIV-1 ¢ um tipo de RNA-BP (proteina ligada
ao RNA) que desempenha importante funcao na biologia do HIV-1, j& que permite a
expressdo de genes tardios como Vif, Vpr e Vpu-Env, proteinas essenciais a transi¢ao
do estagio inicial para o estdgio tardio. Por outro lado, esta proteina parece cumprir um

importante papel na saida do estado de laténcia viral (Jain e Belasco, 2001).

1.4.4 Peptideo sinal da glicoproteina de membrana (gp120).

A glicoproteina gp 120 do envoltorio do HIV-1 participa em processos cruciais
no ciclo de replicagdo do virus, como no reconhecimento de receptores especificos e a
posterior entrada na célula hospedeira (Hammonds et al., 2003) e na degradacdo da
molécula CD4 no reticulo endoplasmatico (Lenburg e Landau, 1993). Esta glicoproteina
¢ sintetizada como um precursor inativo, a gpl60 (Klenk e Garten, 1994) que
posteriormente sofre processamento proteolitico por uma furina celular, (Moulard e
Decroly, 2000) gerando duas subunidades funcionais, as glicoproteinas gp120 e gp41, as
que permanecem associadas a superficie viral por interagcdes ndo covalentes.

O processo de maturagdo, desta glicoproteina, acontece durante o transito pelas

diferentes organelas intracelulares, sendo sintetizada nos polirribossomas. O peptideo
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sinal, desta glicoproteina, possui importante papel na translocacdo para o reticulo
endoplasmatico (RE) e no dobramento da proteina. Como caracteristica peculiar, este
peptideo sinal ¢ maior que os presentes em outras proteinas secretoras, possui em média
cinco aminoacidos carregados positivamente antes de um “core” hidrofébico e uma
regido C-terminal polar que contém um sitio de clivagem para a peptidase (Li et al.,
1994; Li et al., 2000). Acredita-se, que a presenca destes aminoacidos carregados
positivamente sejam os responsaveis pela menor velocidade no processamento e
secre¢dao da glicoproteina do envelope viral, quando comparada a outras glicoproteinas

secretadas.

1.5 O ciclo de vida - “Uma extraordinaria viagem atraves da célula”.

De modo semelhante a qualquer virus, o HIV ¢ um parasita, que precisa se
replicar dentro da célula do hospedeiro para garantir sua sobrevivéncia. Para atingir seu
objetivo precisa percorrer um longo caminho desde sua entrada, até o nucleo da célula
alvo, onde integra seu material genético. A continuagdo sera proporcionada uma visao
geral dessa longa jornada percorrida e os diferentes mecanismos usados pelo HIV-1

(Figura 5).

1.5.1. “Comecando a travessia” — a entrada na célula hospedeira.

Tanto o HIV-1 como o HIV-2, podem infectar a célula hospedeira ou por fusdo,
ou por endocitose, no entanto, a relevancia destas vias na produ¢do de uma infec¢ao
produtiva ndo ¢ totalmente conhecida. Certamente, a relevancia destas vias depende do
tipo celular e dos diferentes isolados virais, por exemplo, estudos de Fackler e
colaboradores mostraram que a diferenga do HIV-1 NL4.3, a cepa HIV-1 SF2, infecta a
célula principalmente por via endocitica, o que ¢ seguido pela ativagdo da capacidade
fusogénica da gp41 a um baixo pH (Fackler e Peterlin, 2000).

No processo de entrada por fusdo, apds reconhecimento do receptor primario,
CD4 (Dalgleish et al., 1984), por trimeros formado pela glicoproteina de superficie viral,
a gpl20, mudangas conformacionais sdo induzidas levando a uma outra glicoproteina
também presente na superficie viral, a gp41, reconhecer um segundo tipo de receptor, os
receptores de quimiocinas CCR5 e CXCR4, processo que culmina na fusdo de ambas as
membranas (Feng et al., 1996). Por outro lado, a incorporagdo na membrana viral de

colesterol e esfingolipidios presentes em microdominios da membrana celular “lipid raft”
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(Kozak et al., 2002) no momento do brotamento, aumenta a infectividade das particulas
virais (Liao et al., 2001), provavelmente proporcionando um melhor microambiente para
a verificacdo do processo de fusdo (Campbell et al., 2001).

Como conseqiiéncia da interacdo do envelope viral com a molécula CD4 e o co-
receptor, uma cascata de sinais intracelulares ¢ disparada (Freedman et al., 2003).
Entretanto, como estes sinais influenciam a fisiologia da célula infectada e permitem o
estabelecimento da infeccdo ndo ¢ completamente entendido. Em linhas gerais, fatores
virais conjuntamente com fatores transcripcionais celulares agem sobre o promotor viral
LTR regulando a transcricdo dos genes virais, de acordo com os estagios fisioldgicos da
célula (Rohr et al., 2003).

Diferentemente dos eventos qualitativos da infec¢do, os parametros quantitativos
sdo pobremente entendidos, por exemplo, o nimero de moléculas CCRS requeridas para
uma eficiente fusdao, mostrou depender da disponibilidade da molécula CD4 (Kuhmann et
al., 2000), o que por sua vez, determina a eficiéncia dos passos pos-infeccao (Lin et al.,
2002). Por outro lado, o nimero de trimeros de Env requeridos para uma infec¢do ainda é
topico de controvérsia. Baseados em analises bioquimicas e diferentemente do que se
pensava, o numero de “spikes” presentes na superficie viral ¢ bem menor, entre 7-14
aproximadamente (Chertova et al., 2002; Zhu et al., 2003), dessa forma existe citacdes
posteriores que colocam em divida estes niimeros. Interessantemente, os niveis de
expressao da gpl60 na célula produtora ndo parece ser um fator limitante na quantidade
de “spikes” incorporados na superficie viral (Hammonds et al., 2003).

O tropismo celular ¢ determinado pelo uso de co-receptores de quimiocinas,
sendo a molécula CCRS5 a mais importante na transmissao “in vivo” (Moore ef al., 2002).
Este receptor encontra-se na superficie das principais células alvo como LT -CD4",
macrofagos e células dendriticas e se caracterizam por ndo induzir a formacgdo de
sincicios (Clapham e Mcknight, 2002).

A maioria dos isolados virais de pacientes assintomaticos apresenta tropismo por
este co-receptor (cepas RS), (Alkhatib et al., 1996) e individuos homozigotos para uma
delecdo de 32pb neste co-receptor, presente em 1 a 2% dos brancos caucasianos, sao
resistentes a infec¢do (O Brien e Nelson, 2004). Durante o curso da infec¢do, podem
surgir virus com capacidade de usar outros co-receptores, principalmente o CXCR4
(virus X4), que se caracterizam por formar sincicios (Simmons et al., 1996). Em 50% das

infecgdes causadas por virus do subtipo B, o surgimento destas variantes estd associado
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com a progressao a doenca.

Além destes dois principais co-receptores, o HIV -1 pode usar outros receptores
de quimiocinas, e isolados primarios do HIV-2 podem usar um maior espectro de co-
receptores que os isolados do HIV-1 (Reeves et al., 1999). Dentre os diferentes co-
receptores encontram-se 0 CCR2b, CCR3, CCR8 e CXR6, todos estes expressos em LT e
ou em macrofagos, assim como em outros tipos celulares encontrados nos (Clapham e
Mcknight, 2002) rins, no figado, em células do trato reprodutivo, em astrécitos, em
células da microfilia, no cérebro, onde a molécula CD4 é pouco ou ndo expressa, ¢ a
expressao dos co-receptores CCR5 e CXCR4 ¢ variavel. Isto levanta importante questao,
como estes co-receptores podem participar no estabelecimento de reservatorios virais em
tecidos ndo linfoides e especialmente em sitios imunoprivilegiados e de pobre acesso as
drogas anti-retrovirais.

Entretanto, a inabilidade de usar estes co-recptores nas principais células alvo,
linfocitos e macrofagos, levou a questionamentos a respeito da relevancia deles "in vivo"
(Moore et al., 2002), talvez o exemplo mais claro seja a dos isolados “dual tropic”
(R5X4) que sdo incapazes de usar o co-receptor CXCR4 para infectar macrofagos,
embora esteja presente neste tipo celular (Simmons et al., 1996). Recentemente Stuart e
colaboradores, (2005) identificaram um receptor endotelial de quimiocinas, presente nos
vasos linfaticos, a molécula D6 ou CCBP2, como um eficiente co-recepetor para uma
variedade de isolados primarios de HIV-1 e HIV-2, o que sugere, que esta molécula seria
um importante receptor na disseminagao da infec¢do, facilitando a passagem do virus

através dos vasos dos nddulos linfaticos.

1.5.2 “Encontrando o caminho para o nacleo”.

Uma vez dentro do citoplasma da célula, o virus desencapsida, por um processo
pouco entendido, mas que provavelmente envolve proteinas celulares e virais, como a
ciclofilina “A” (Franke et al., 1994), Nef e Vif (Schaeffer et al, 2001), (Ohagen ¢
Gabuzda, 2000) e a fosforilacao da proteina da matriz por uma cinase celular (Cartier et
al., 1999). Logo depois se forma um complexo, que recebe o nome de complexo de pré-
integragdo (PIC), o qual compreende as moléculas de RNA viral, molécula de
tRNA(3)Lys e as proteinas virais, transcriptase reversa, integrase, matriz,
nucleocapsideo, proteina viral R (Vpr), Vif e um grupo de proteinas do hospedeiro,

HMGI(Y), ligada ao DNA (Miller, Farnet et al., 1997). Em 2002, (Sheehy et al., 2002),
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foi desvendada uma incognita que envolvia a proteina viral Vif, identificando uma
deaminase celular, APOBEC, a qual ¢ inibida pela proteina viral, protegendo o material
genético do virus da introdu¢do de mutagdes, que possam comprometer a mensagem
viral.

Uma vez sintetizada a dupla cadeia de DNA, o PIC se move em dire¢do ao ntcleo
usando a rede de microtubulos da célula como um canal. Neste processo, a interacao de
Nef com a proteina celular Vav (fator de intercambio de guanina, GEF) desencadearia
uma série de fungdes efetoras culminando com o reordenamento do citoesqueleto e

conseqiientemente facilitando a migracao do PIC para o nucleo (Pulkkinen et al., 2004).

1.5.3 “Navegando através do poro nuclear”.

Uma vez na vizinhanga do ntcleo ¢ dado o seu tamanho, o PIC deve enfrentar um
outro obstaculo, que ¢ atravessar o poro nuclear. Neste processo, algumas proteinas virais
teriam um papel chave, como a proteina viral MA, que esta envolvida neste fendmeno,
caracterizando assim um sinal de localiza¢ao nuclear (NLS), que ¢ reconhecido pelas
importinas o e P, as quais fazem parte da via classica de importagdo de proteinas para o
nucleo. Em outras duas proteinas virais, Vpr e IN, também foram identificados sinais de
migracao nuclear (Sherman et al., 2001; Gallay et al., 1997), entretanto, ainda nao estao
elucidados o papel real dessas proteinas neste processo. Finalmente, a formacdo de um
dominio triplo-helicoidal no DNA durante o processo de transcri¢cdo reversa, conhecido
como “DNA flap”, foi descrito como um importante fator na migra¢do do PIC, ja que
permitiria a ligacdo de proteinas do hospedeiro, que apresentam sinais para migragao
nuclear. Entretanto, essa “invasdo” ndo ¢ aceita de forma passiva pela célula, logo apos
30 minutos da infec¢do, algumas proteinas nucleares, como o inibidor da integrase 1
(INI-1), cujo efeito ¢ bloqueado pela integrase viral, sdo deslocadas para o citoplasma

(Turelli et al., 2001).

1.5.4 “Ancorando no cromossoma da célula hospedeira”.

Uma vez dentro do nticleo, o DNA viral pode sofrer quatro diferentes processos,
mas somente um deles levard a integracdo no genoma do hospedeiro. Dessa forma, o

DNA viral pode sofrer um processo de autoligacao, formando um circulo contendo duas
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repeticoes longas (2-LTR); alternativamente pode sofrer recombinacdo homodloga,
gerando um unico circulo com apenas um LTR, e finalmente, o DNA viral pode ser auto
integrado, produzindo uma estrutura circular reorganizada. Nenhuma dessas formas
circulares produz infeccdo, embora algumas formas, possam ser transcritas levando a
producdo do transativador transcripcional de Tat e ou Nef (Wu e Marsh, 2001). A
integracao eficaz do DNA viral dentro do cromossoma ¢ mediada pela proteina viral IN
(Miller et al., 1997) e duas proteinas celulares identificadas, como HMGI(Y) e a barreira
da autointegracdo (BAF), embora, as fungdes precisa delas, permanegam desconhecidas
(Chen et al., 1999).

Apos passar por todos esses obstaculos, 0 DNA proviral se integra em diferentes
locais no genoma do hospedeiro, podendo levar a um estado de laténcia ou de replicagao,
dependendo do local e da disponibilidade de fatores transcripcionais. Mediante a anéalise
de mais de 500 sitios de integracdao, Schroder e colaboradores (2002), mostraram uma
forte e inesperada selegdo por genes particularmente ativos apds infeccdo. Estes dados
poderiam explicar porque a infeccdo pelo HIV ¢ seguida de uma agressiva replicacdo

viral (Schroder et al., 2002).

1.5.5 “Construindo as novas particulas”.

A transcricdo do DNA viral ¢ dirigida pelo 5° LTR, o qual possui seqiiéncias
promotoras, como “TATA-box” e 3 sitios SP1. Por outro lado, “upstream” destas
seqliéncias encontram-se sitios para a ligagdo de fatores de transcri¢do, como NF-xB e
NFAT. Além disso, uma transcri¢do eficiente ¢ promovida apds a ligacdo da proteina
viral Tat associada a ciclina T1 a um “dominio de transativa¢gdo”, presente no RNA do
LTR, ligacdo que termina recrutando uma cinase celular dependente de ciclinas Cdk9, o
que conjuntamente com o fator “b” de elongacao positivo (P-TEFD), leva a fosforilagao
do dominio C-terminal da RNA Polimerase II e conseqiientemente a uma eficiente
transcrigao (Wei et al., 1998; Price, 2000).

A falha em algum destes eventos, pode contribuir para geragdo e manutencdo do
provirus no estagio de laténcia pds-infec¢do (Sherman e Greene, 2002).

A transcrigdo do genoma viral gera vdarios transcritos, alguns como os
codificantes para Tat, Nef e Rev, os quais sdo processados na auséncia de seqiiéncias
inibitorias de RNA de “splicing” e sdo transportados para o citoplasma (Yang et al.,

2001). Outros sdo incompletamente ou ndo processados devido a caréncia de sitios nos
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transcritos € aos efeitos inibitérios da proteina viral Rev, que interage com alguns
fatores celulares (Powell ef al., 1997). Estes transcritos codificam para algumas
proteinas estruturais e proporciona o genoma viral necessario para ser empacotado
dentro do capsideo. Entretanto, o transporte destes transcritos para o citoplasma
depende da ligagdao de Rev a uma estrutura secunddria, presente no transcrito do gene
env, que por sua vez, leva ao recrutamento de varios fatores celulares, que garantem o
transporte destes transcritos para o citoplasma (Malim ef al., 1990). Dessa forma, o
equilibrio entre estes dois mecanismos, “splicing” total e parcial, ¢ requerido para a

propagacdo da infecgao.

1.5.6 “Partindo da célula hospedeira”.

A montagem dos diferentes componentes dos virions (duas moléculas de RNA e
varias proteinas virais como Nef, Vpr, Vif, TR e IN), acontece essencialmente na
membrana celular e ¢ dirigida principalmente pela proteina Gag, que ¢ sintetizada no
citoplasma e possui diferentes dominios funcionais: matriz (MA), envolvida no
acoplamento a membrana; capsideo (CA), envolvido diretamente na interagdo proteina-
proteina, que ocasiona oligomerizagdo; nucleocapsideo (NC), responsavel pelo
recrutamento do RNA viral e dominios do tipo PTS/AP (Late domains) presente na
por¢do p6 e que apoOs ubiquitinagdo adquirem a capacidade de recrutar proteinas
celulares, como a TSg101, Hrs e a STAM (Morita e Sundquist, 2004), relacionadas com
a formacao dos corpos multivesiculares (MVBs), usufruindo esta via de exocitose para
formar vesiculas intraluminais (Pornillos et al., 2003), o que culmina no brotamento das
particulas virais englobadas.

Outras proteinas virais, além de Gag, envolvidas na saida viral sdo: Env,
envolvida no direcionamento de Gag para a membrana plasmatica e saida viral (Lodge
et al., 1994; Lodge et al., 1998; Deschambeault et al., 1999) e Vpu, envolvida na saida

viral, processo descrito anteriormente.
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Figura 5. Ciclo infeccioso e fatores celulares que promovem ou inibem a replicacido do virus HIV-1.
Ancoramento - fusdo: a entrada do virus ¢ mediada pela ligagdo da gp120 ao receptor celular CD4, o que
induz mudangas conformacionais na glicoproteina viral, facilitando a fusdo do outro componente do
envelope, a gp41 com o co-receptor CCRS ou CXCRA4. Desencapsidizacdo - transcrigdo reversa: uma
vez liberado no citoplasma, a particula viral se desencapsida e 0 RNA sofre transcri¢do reversa, gerando
um DNA dupla fita. Entrada no nucleo: o DNA dupla fita junto com proteinas virais (IN, Vpr) e outras
proteinas celulares, formam o complexo de pré-integagdo (PIC), o qual migra para o nucleo. Integragdo:
O DNA viral integra no genoma da célula hospedeira. Transcri¢do e Saida dos RNAs mensageiros: a
transcrigdo do DNA proviral realizada pela RNA polimerase II celular origina transcritos que sdo total,
parcialmente e ndo processados. Posteriormente, todos os transcritos independentemente de ser
processados ou nao sdo exportados para o citoplasma, processo mediado em alguns casos pela proteina
Rev. Tradugdo, encapsulagdo e brotamento: os transcritos sdo traduzidos por ribossomas no reticulo
endoplasmatico, gerando as poliproteinas Gag, Gag-Pol e Env e proteinas como Nef, Vif, Vpu.
Posteriormente, os componentes dos virions sdo envelopados ocorrendo o brotamento viral por um
processo de fusdo com a membrana celular. Os fatores celulares que influenciam as diferentes etapas do
ciclo infeccioso do HIV (fatores positivos (+) e negativos (-)), estdo indicados apds cada passo na
replicagdo viral. A proteina REF-1 bloqueia a infec¢@o do HIV-1 apds entrar na célula de alguns macacos.
O fator CEM-15 (APOBEC) pode modificar o RNA gendmico viral, sendo inibido pela proteina viral Vif.
Os fatores celulares CD4, CXCR4, CCRS5, Ciclina T-1, CRM-1 e TGS-101 promovem a replica¢do viral
(Stevenson, 2003).
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1.6 Infeccdo, Resposta Imune e Patogénese da AIDS.

1.6.1 Infeccéo.

ApoOs contato com a mucosa, o primeiro tipo celular com que o HIV tem contato
sdo as células dendriticas (CD). Estas células desempenham importante papel no
processamento e apresentagdo de antigenos e possuem dois estagios funcionais: imaturo
e o maturo. As CD imaturas estdo localizadas nos tecidos, como peles e mucosas, € sao
muito eficientes na captura de antigenos, as quais expressam em sua membrana,
receptores quimiotaticos, que lhes permitem migrar para os nddulos linfaticos, onde se
diferenciam em células maturas. Estas, por sua vez, sdo imunoestimulatorias,
apresentando diferentes antigenos as células do sistema imune, principalmente aos
linfécitos T (LT) (Larsson, 2005).

No caso da infeccdo pelo HIV, as CD da submucosa entram em contato com o
virus por meio de uma estrutura especializada chamada DC-SIGN (Geijtenbeek et al.,
2000). Esta proteina ¢ uma lecitina do tipo C e se caracteriza por ter grande afinidade
pela glicoproteina da superficie viral, gp120. Entretanto, esta interagao nao desencadeia
nenhum evento de fusdo, sendo as particulas virais apenas internalizadas em um
compartimento 4cido e subseqiientemente transportadas até os nddulos linfaticos, onde
sdo apresentadas as células T previamente ativadas pelas proprias CD (Kwon et al.,
2002). Por outro lado, foi sugerido que a exposicao dos virions a pH 4cido no interior
das células dendriticas aumentaria a capacidade de fusdo das particulas virais com suas
principais células alvo (linfocito T CD4" e macrofago) (Skehel e Wiley, 2000). Desse
modo, as células dendriticas agem como um “Cavalo de Troia”, facilitando a
disseminagdo da infecg¢do da superficie mucosa para os 6rgaos linfaticos. Como descrito
no item 1.5 (Ciclo infeccioso), a entrada nos linfocitos T e macrofagos ocorre
principalmente por fusdo, mediante a interagdo das glicoproteinas de superficie gp120 e
41 com as moléculas CD4, CCRS5 e CXCR4.

Como todos retrovirus, o HIV deve integrar seu material genético no genoma da
célula hospedeira sendo este processo muito influenciado pelo estado de ativagdo
celular, fazendo-se necessario a saida do estado celular de repouso ou G, (Stevenson et
al., 1990). Recentemente, pesquisadores desvendaram o mecanismo, pelo qual o virus
infectaria os LT que se encontrava em repouso (Swingler ef al., 2003). Neste processo, a

proteina viral Nef, produzida por macréfagos infectados, interagiria com a via de
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sinalizagao mediada pelo receptor CD40L, promovendo a liberacao das citocinas CD23
e ICAM, as que estimulariam os linfocitos B (LB) a expressarem moléculas co-
estimulatorias nas suas superficies. No caso dos LB serem estimulados pela interleucina
CD23, esses passam a expressar a molécula CD22, e quando estimulados pela citosina
ICAM, os mesmos passam a expressar as moléculas CD22, CD58 ¢ CD80. Como
conseqiiéncia da interagdo destas moléculas com seus correspondentes co-recpetores na
superficie dos LT (CD22-CD45, CD58- CD2 e CD80-CD28), estes saem do estado G,
tornando-se permissivos a infec¢do (Swingler et al., 2003).

Uma importante informagao proporcionada por este estudo (Swingler et al.,
2003), foi a descoberta de um mecanismo para a formagdo de reservatorios virais, até
entdo desconhecidos, j4 que aqueles linfocitos, que sdo estimulados pelas moléculas,
CD22 e CD58, diferentemente dos que receberam o estimulo das interleucinas CD22,
CD58 e CD80, permaneceriam num estagio de “laténcia”, ndo produzindo particulas
virais.

Por outro lado, uma nova rota para a formacdo de reservatorios virais, foi
recentemente sugerida por Swiggard e colaboradores (2005). Estes autores, mediante o
uso de um sistema “in vitro”, mostraram que ao contrario das expectativas, o HIV
poderia integrar seu DNA em LT em repouso sem necessidade de nenhum tipo de
ativacdo e que uma porcentagem destas células poderia produzir particulas virais apos
estimulacdo (Swiggard et al., 2005).

Seja por qualquer um dos fatores citados, logo apods a infec¢ao, o virus garante
sua permanéncia dentro dos linfocitos indefinidamente, onde seu material genético sera
mantido e principalmente fora do alcance do sistema imune e do coquetel anti-

retroviral.

1.6.2 Resposta Imune.

No estagio agudo da infec¢do, que pode durar entre quatro a oito semanas,
bilhdes de virions sao produzidos diariamente, principalmente pelos linfécitos T
auxiliares ativados (LT-CD4) (Zhang et al., 1999). Estas células possuem meia vida de
aproximadamente um dia e, havendo diariamente em torno de 10 a 100 milhdes de
células mortas (Cavert et al., 1997).

Na fase cronica ou assintomatica, logo ap6s o pico de viremia, a resposta imune

celular dirigida principalmente pelos LT-CD8" (LTc) consegue controlar parcialmente a
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replicagdo viral diminuindo a carga viral consideravelmente. Esta se mantém por varios
meses entre 10° ¢ 10° copias de RNA/mm® de plasma. Estima-se que aproximadamente
0,1% do total de linfécitos do organismo sdo infectados e que uma quantidade 100
vezes maior possui o provirus integrado no genoma (Haase, 1999). Nesta fase, os LTc
persistem em alta freqliéncia: 1-2% do total dos LTc sdo especificos para epitopos
virais, sendo que aproximadamente 10° destes podem ser especificos para um unico
epitopo.

A manutengdo da intensidade desta resposta ¢ dependente da persisténcia do
estimulo antigénico, desde que, a redugdo da carga viral pela acdo do coquetel anti-
retroviral leve a declinio deste tipo celular (Gray et al., 1999). Entretanto, quando ndo
ha tratamento, pode ser detectado, freqiientemente, grande nimero de LTc especifico.
Esta fase também se caracteriza pela presenca de anticorpos especificos para as distintas
proteinas virais e, principalmente, por uma gradual e constante queda do nivel de LT-

CD#4 circulantes, o que leva ao desenvolvimento da sindrome num lapso em média de

10 anos (Figura 6).
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Figura 6. Resposta imunitaria e estagios clinicos da infec¢do pelo HIV-1.a) Niveis de LT-CD4+ em
sangue periférico e estagios clinicos durante a infec¢do pelo HIV-1. b) Resposta imune e carga viral
durante a infecgdo pelo HIV-1. Resposta humoral (anti-env, anti-p24); resposta imune celular contra HIV-
I(niveis de LTc-especificos contra o HIV); niveis de virus (viremia) em sangue periférico ao longo da
infeccdo, encontram-se esquematizados (Charles et al., 2002).
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Na auséncia do tratamento anti-retroviral, os niveis de viremia atingem um
“platd” que persiste por varios anos. Diversos trabalhos sugerem um importante papel as
células CD4" ¢ CD8" (Altfeld e Rosenberg, 2000), (Emu et al., 2005), entretanto é
controversa, a participagdo do sistema imune, uma vez que em alguns individuos
infectados, apesar de apresentarem forte e ampla resposta anti-HIV, observa-se aumento
na replicagio viral e uma acelerada perda de LT-CD4". Dentre os possiveis mecanismos
responsaveis pelo fracasso no controle da viremia por periodo de tempo prolongado,
podem-se citar: diferenciagdo anormal de LT (CD4" e CD8"), diminuigdo da produgéo de
perforina, pobre apresentacao antigénica e o surgimento de variantes virais mutantes que
escapam ao controle do sistema imune.

O crucial papel dos LTc no controle da infec¢do fica evidente ao se observar a
coincidéncia entre a brusca diminui¢cdo da viremia ¢ o surgimento dos LTc no sangue
periférico, prévio ao aparecimento de qualquer tipo de anticorpo neutralizante.

Os LTc cumprem papel importante no controle de muitas infecgdes virais,
inclusive a ocasionada pelo HIV-1. Na fase aguda da infec¢do pelo HIV-1, de modo
semelhante ao virus Epstein Bar (EBV), a ativagdo dos LTc se restringe a poucos clones,
permanecendo alguns destes em repouso como células de memoria (Callan et al., 2000).
A importancia na amplificacdo/diversidade da resposta na fase inicial fica evidente no
prognostico desfavoravel em paciente onde a resposta mediada por LTc ¢ monoclonal.
Possivelmente, pelo facil surgimento de variantes virais resistentes, que podem escapar a
resposta imune pela mutagdo de apenas um unico epitopo (Hazenberg er al., 2000).
Entretanto, a expansdo inicial pode ser mantida se os virions persistirem, mas pode
ocorrer rapido declinio se forem removidos (Kuroda et al., 1999).

Dentre os diferentes mecanismos efetores, usados pelos LTc contra o HIV-1,
pode se citar mecanismos liticos e a producdo de citocinas, como a proteina perfurina,
(presentes em seus granulos), o interferon-y (IFN- y) e o fator de necrose tumoral a
(TNF-0) que podem afetar a replicagdo viral (Bollinger et al., 1993). Os LTc especificos
também produzem quimiocinas como MIP-1-a, MIP-f e RANTES, que reprimem a
replicagdo viral por competicio ou modulacdao do co-receptor CCRS (Cocchi et al.,
1995). Além destes fatores, existe um parcialmente caracterizado, denominado CDS8"
antiviral factor (CAF), que bloqueia a transcrigdo dirigida pelo LTR nas células
infectadas (Copeland et al., 1995), que além de inibir a produgdo viral, pode vir a

facilitar a geracdo de laténcia. Estudos “in vitro” mostraram que os LTc possuem a
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capacidade de lisar as células infectadas, apesar da diminuicdo da expressao das
moléculas do CPH-I por parte da proteina viral Nef, e por outro lado, que essa lise é
predominantemente mediada por perforina e granzimas, sendo que, uma minoria o faz
por uma ligacdo entre FasL expresso no LTc e a molécula Fas, expressa na célula
hospedeira. Entretanto, estudos “ex vivo” mostraram baixos niveis de perforina nos
granulos das células citotoxicas, o que por sua vez, se traduz em pobre capacidade litica.
Similares resultados foram obtidos nos LTc presente em nddulos linfaticos (Andersson et
al., 1999). Apesar de, ndo se saber exatamente os motivos da diminui¢do da expressao de
perforina, existem fortes evidéncias que esta deficiéncia esté relacionada a interrupgdo no
estagio de maturacdo dos LTc (Hamann et al, 1997), que por sua vez poderia esta
relacionado a um pobre efeito cooperador por parte dos LT-CD4" (Zajac et al., 1998),
apesar, de ndo se poder descartar outros fatores.

Um outro fator envolvido, no fracasso em conferir um efetivo controle da
infeccdo e o subseqiiente desenvolvimento da sindrome, se deve ao surgimento de
variantes virais resistentes, em conseqiiéncia da pressdo imunoldgica exercida pelos LTc
e anticorpos neutralizantes (Moore et al., 2002; O'connor ef al., 2002).

Os altos e constantes niveis de replicagio viral (10" virions/dia), levam a
producdo de 140 novas geracdes anuais (Perelson et al., 1996; Koup et al., 1994),
combinados com a alta taxa de erro da transcricdo reversa (Mccutchan, 2000), a
freqliente recombinacdo (Fang ef al., 2004; Shriner et al., 2004) e a pressao seletiva
imposta pelo hospedeiro, levam a geragdo de grande diversidade genética viral
(Shankarappa et al., 1999). Entretanto, os niveis de diversidade entre individuos variam
consideravelmente, podendo contribuir para isto fatores virais como: viruléncia, subtipo,
imunogenecidade, composicdo do inoculo infectante (simples vs. multiplas
quasiespécies) e fatores genéticos do hospedeiro, tais como, receptor de quimiocinas,
polimorfismo do CPH e género (Barbour ef al., 2004; Carrington e O'brien, 2003; Ritola
et al., 2004; Spira et al., 2003; Trachtenberg et al., 2003).

O surgimento destas variantes pode ter um importante impacto epidemioldgico no
desenvolvimento da doenca, uma vez que, virus transmitidos entre hospedeiros que
compartilham os mesmos alelos do complexo principal de histocompatibilidade de classe
I (CPH-I), poderdo ser mantidas no hospedeiro receptor, levando a infec¢do mais severa
e com evolu¢do mais rapida a doenca (Leslie et al., 2004). Entretanto, se a transmissao

de variantes resistentes acontece para um hospedeiro com diferente CPH-I, a pressdo
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para manter estas variantes ¢ perdida e a reversdo para o tipo selvagem pode ocorrer
(Friedrich et al., 2004). De fato, a rdpida reversdo detectada nestes hospedeiros, poderia
refletir no alto custo no desempenho viral ocasionadas por estas mutagdes (Fernandez et
al., 2005). Estes dados tém importantes implicagdes no desenvolvimento de vacinas, as
quais poderiam estimular uma resposta de LTc capaz de induzir o surgimento de
mutagdes, que possam levar a perda mais efetiva no desempenho viral.

Um outro dado importante, em favor da relevancia da resposta celular ¢ a
existéncia de forte correlagdo entre o tipo de CPH-I e a progressdo a doenga. A presenca
de determinados alelos do CPH-I foi relacionada tanto na progressdo, como na maior
suscetibilidade, a desenvolver a doenca em infec¢des ocasionadas por virus do tipo B e
C. Assim, os CPH-B27, B-57 / 58 e B-63 foram relacionados a lenta progressao (Kaslow
et al., 1996; Frahm et al., 2005), ¢ o CPH-B35 (Carrington et al., 1999) relacionado a
rapida progressdao. Estes dados levantam a interessante hipotese, que a resposta a
determinados tipos de peptideos levaria ao surgimento de mutagdes, que por sua vez,
levaria a perda no desempenho viral como o conseqiiente impacto no prognostico da

infecgao.
1.7 Patogénese.

1.7.1 A deplecéo de LT Auxiliares.

Logo apos a descoberta da AIDS em 1981, ficou evidente que o nimero de LT-
CD4" decrescia a medida que a infecgdo progredia (Levy, 1993). Entretanto, mais de 20
anos depois e apesar dos enormes esforcos realizados pela comunidade cientifica, os
motivos para tal deplecdo e o porqué do HIV causar doenga, continua sendo motivos das
mais diversas especulagdes e hipdteses.

Dentre as diferentes linhas de raciocinio, pode-se citar as que se baseiam num
mecanismo patogénico direto, onde a perda dos LT-CD4" ocorreria devido a lise
ocasionada pela infecgdo viral, hipotese esta, que encontra suporte na relagio direta entre
o grau de deplecio de LT-CD4', com a capacidade fusogénica do envelope viral;
encontrada “in vivo” (Hammonds et al.,, 2003). Uma outra hipdtese sugere que a
deplecdo de LT-CD4 obedeceria a uma resposta exagerada e principalmente
descontrolada do sistema imune, o que levaria a total exaustdo do sistema imunitario,
tendo por base entre outras evidéncias, o fato que tanto as células infectadas como as nao

infectadas sdo depletadas durante a infeccdo (Kirchhoff et al., 1995). Neste cenario,
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diversas evidéncias obtidas nos ultimos anos ajudaram a melhorar o entendimento dos
possiveis mecanismos que levam a deplecdo do sistema imune. Assim, Douek e
colaboradores, (Douek et al., 2002) demonstraram que os LT-CD4" especificos para o
HIV-1, s3o preferencialmente infectados, ¢ que apds interrupgao da terapia retroviral, a
freqiiéncia de DNA viral em LT-CD4" de memoria especifico para epitopos do HIV, era
muito maior, que o presente em células de memoria de outras especificidades. Este
estudo proporciona uma possivel explicagio para a perda de LT-CD4" HIV especifico e
conseqiientemente para a perda do controle da infec¢do (Douek et al., 2002).

Embora exista ampla evidéncia em favor da capacidade do HIV em estimular e
manter uma resposta imune, torna-se cada vez mais claro que os aspectos
proinflamatorios desta resposta, podem ser prejudiciais.

Assim, muito provavelmente, a crescente ativacdo contribui diretamente para
deplecdo das células CD4", talvez como uma conseqiiéncia da exaustio e acelerado
“envelhecimento” do sistema imune (Appay et al, 2002; Iyer et al, 1998).
Curiosamente, Emu e colaboradores (2005), ha dados que sugerem, que o controle
virologico estd associado a preservagdo da produgdo de duas citocinas, IFN-y e IL-2,
produzidas por LT-HIV especifico, mas incompletamente diferenciados e com baixos
niveis de proliferacdo. Esse estado imunoldgico pode ser definido, como um estagio em
que o sistema imune mantém a capacidade de responder ao HIV se expandindo, pela
acdo da IL-2, mas ndo chegando a se exaurir, ou seja, se manteria num estagio
relativamente quiescente. Esses dados trazem um novo paradigma na regulacdo da
resposta imune, onde a produ¢do de IL-2 pode ser benéfica, j4 que diminuiria os niveis
de reposicdo dos “LT naive”. Este novo modelo encontra sustentagdo no trabalho de
Sereti e colaboradores (Sereti et al., 2005), onde, a administracdo da IL-2, levou a um
aumento no numero de células T foxP3", que poderia exercer uma leve supressio da
ativacdo policlonal de “LT naive” (Emu et al., 2005).

Em resumo, o controle da viremia na fase cronica requer manuten¢do duradoura

de LT de memoria, mas em auséncia de ativacao generalizada.

1.7.2 Diminuic&o da expressdo do receptor viral CD4 e sua relevancia na patogénese
da infeccéo pelo HIV-1.

A proteina gp120 do envelope do HIV-1, apos ligacdo a seu receptor, a molécula

CD4, sofre mudancas conformacionais que culminam na fusdo das membranas virais e
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celulares (Lapham et al., 1996; Chan et al., 1997). Poucas horas depois, uma cascata de
processos ¢ iniciada com objetivo de assegurar a diminuicdo da expressdo do receptor

viral (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismos envolvidos na diminuicdo da expressio de CD4 da superficie da célula
infectada pelo HIV-1. A modulagdo de CD4 ocorre em diferentes locais da célula infectada e envolve as
proteinas virais Nef, que age como um conector na superficie da célula ligando o dominio citoplasmatico
de CD4 com o complexo protéico adaptador da clatrina AP-2, induzindo a formagdo de vesiculas
endociticas, que posteriormente por recrutamento da proteina B-Cop, sdo direcionadas ao lisossoma para
degradag@o. As moléculas CD4 recém sintetizadas presentes no RE, sfo direcionadas para degradagdo
proteassomica pela agdo das proteinas Env e Vpu (Lama, 2003).

Como mencionado anteriormente, a modulacdo da expressdo do receptor CD4, ¢é
um dos mais importantes eventos durante a infec¢cdo pelo HIV-1, sendo conservada tanto
no HIV-1, HIV-2, como no SIV (Guy et al., 1987; Foster et al., 1994) e (Marini e
Showronski, 1993).

Das nove proteinas virais, somente Nef, Env e Vpu participam neste processo,
demonstrando que a modulagdo do receptor viral da superficie celular, possui papel
critico no ciclo de replicagdo destes retrovirus. De fato, niveis de CD4 levemente
superiores aos observados nos linfocitos primarios podem vir a saturar a maquinaria viral
(Cortes et al., 2002). Das trés proteinas, Nef ¢ a inica empacotada no virion e expressa
logo apos a infeccdo, sendo seus transcritos os mais abundantes nesta fase,
desempenhando o papel mais relevante na modulacao de CD4 (Coleman et al., 2001;

Chen et al., 1996; Aiken e Trono, 1995). Assim seu efeito pode ser detectado entre 12-16
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horas apds a infeccao (Cortes et al., 2002), porém a contribuicio de Env e Vpu na
modulacdo de CD4 ¢ detectada apenas em estagios tardios da infecgao. Os efeitos de Nef
(produto precoce) e Vpu/Env (produtos tardio) sdo quantitativamente e qualitativamente
distintos (Chen ef al., 1996).

A modulagdo de CD4 (Figura 7) acontece em trés diferentes niveis e ou
localizagdes: na membrana plasmatica, no reticulo endoplasmatico (ER) e em menor grau
no aparelho de Golgi. Na membrana, Nef age como conector ligando o dominio
citoplasmatico do receptor viral CD4, ao complexo heterotetramérico adaptador de
clatrina, AP-2 (Harper et al., 1986). Esta interacdo leva a formagdo de vesiculas
endociticas, que sdo direcionadas para o endossoma (Schwartz et al, 1995);
(Mangasarian et al., 1997) e posteriormente, para degradagdo lisossomica por interagdo
com a proteina B-COP (Piguet et al., 1998). Também foi proposto, que Nef direcionaria
as moléculas de CD4 presentes no trans-golgi para os endossomas precoce ¢ tardio, por
interagdo com as subunidades micro (pn) dos complexos AP-1 e AP-3, contribuindo
assim, com a degradacdo das proteinas recém sintetizadas (Mangasarian et al., 1997; Le
Gall et al., 1998; Craig et al., 2000).

As outras duas proteinas virais, Vpu e Env, agem no RE, bloqueando o transporte
das moléculas recém sintetizadas. Assim, e devido sua alta afinidade, a gp160 liga-se
fortemente a molécula CD4, proporcionando a formagao de agregados, que bloqueiam o
transporte do receptor viral para superficie celular (Stevenson et al., 1988; Geleziunas et
al., 1994).

Como conseqiiéncia logica, surge a pergunta: por que o HIV precisaria diminuir
a expressdo do seu proprio receptor? Dentre as diversas hipoteses formuladas para
responder a esta pergunta temos: a) evitar a ligacdo cruzada da molécula CD4 na
superficie de células infectadas, para evitar a transducdo de sinais inibitorios, os quais
podem inibir a transcrigdo do DNA viral a partir do “Long Terminal repeat” (LTR) ou
induzir apoptose e efeitos citopaticos, antes que a liberacao viral aconteca (Newell et al.,
1990; Wassmer et al., 1985; Tobiume et al., 2002); b) impedir a superinfec¢do, o que
poderia por em perigo a producao viral (Potash e Volsky, 1998); c¢) favorecer a liberagao
de particulas virais (Benson et al., 1993; Bour et al., 1999); e finalmente, evitar a
diminui¢do da infectividade das particulas virais liberadas (Lama et al., 1999; Cortes et
al., 2002 ; Arganaraz et al., 2003).

E importante ressaltar, que estas hipoteses ndo sdo mutuamente excludentes e que
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muitas delas podem ter participagdo real na infeccao pelo HIV-1.

Trabalhos realizados por nosso grupo tém se detido no estudo das conseqiiéncias
fisiolégicas e as bases moleculares da diminuicdo da infectividade, mediada pela
expressdo da molécula CD4. Os primeiros trabalhos mostrando os efeitos inibitdrios da
expressao de CD4 na replicagao viral foram de Marshall e colaboradores (1992).
Posteriormente, trabalhos de Lama e colaboradores (1999), mostraram que a
superexpressdo do receptor viral CD4 levava a diminuicdo da infectividade e liberagdo
das particulas virais e que as proteinas Nef e Vpu por meio da participagdo na diminui¢ao
da expressao do receptor da superficie viral, eram capazes de impedir os efeitos
inibitérios mediados pelo CD4. Por outro lado, a eliminagdo dos efeitos inibitorios
mediante o uso de particulas virais pseudotipadas, com as glicoproteinas dos virus da
estomatite vesicular (VSVg) ou com a do virus da leucemia viral murina (MLV),
mostraram claramente que este fendmeno requeria a interagdo da molécula CD4 ¢ a
glicoproteina de superficie viral, a gp120. Entretanto, estes estudos foram realizados em
células 293T previamente transfectadas com vetores expressando a molécula CD4, o que
pode levar a uma expressdo maior das que se observa nas células infectadas
naturalmente, e desse modo, estas células ndo expressam a proteina de transmembrana
Lck, a qual se associa a CD4 na superficie viral. Com objetivo de abordar estas questdes,
Cortes e colaboradores (2002) realizaram os mesmos estudos de inibi¢do em linhagem de
células Jurkat, que expressam Lck, com altos e baixos niveis de expressdo de CD4. Desta
forma, foi possivel observar diminui¢ao da infectividade entre 75-85%, ainda em células
com baixos niveis de CD4, o que mostrava que pequenas quantidades de CD4 eram
prejudiciais para a infectividade viral. J4 em células expressando altos niveis de CD4 os
niveis de inibi¢do atingiram 95% (Cortes et al., 2002).

Estes estudos em conjunto, mostraram claramente que a inibi¢do da infectividade
podia acontecer em condigdes fisiologicas de expressao de CD4 e bem abaixo dos niveis
de expressdo requerida para inibir a libera¢do viral. A independéncia entre estes dois
fenomenos foi demonstrada pelo mapeamento de dominios diferentes na molécula CD4,
para a verificagdo de ambos os fenomenos (Bour et al., 1999).

Evidéncias proporcionadas pelos trabalhos de (Cortes et al, 2002) e
posteriormente pelos de (Arganaraz et al., 2003), onde foram detectados niveis de
incorporacdo da molécula CD4 na superficie das particulas virais, levaram a sugerir

inativagdo funcional da gp120 como conseqiiéncia da co-expressdo de ambas as proteinas
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na superficie do virus.

Baseado nestas evidéncias, e com o intuito de encontrar novas abordagens
terapéuticas, trabalhos posteriores do nosso grupo, se focalizaram em expressar na
superficie de células infectadas, moléculas CD4 insensiveis aos efeitos modulatorios das
proteinas virais. Para isso, células 293T, assim como, diversas linhagens de células T e
células mononucleares de sangue periférico (PBMC), foram transduzidas com vetores
lentivirais, capazes de expressar moléculas recombinantes de CD4, sem a calda
citoplasmatica (CD4-ACyt) ou fusionada com a proteina viral matriz em lugar da mesma
(CD4-MA).

Dessa forma, virions produzidos a partir de células previamente transduzidas,
apresentaram niveis de infectividade e replicacdo viral muito menor em relagao aos virus
obtidos de células transduzidas com vetores lentivirais, expressando a molécula CD4
completa ou selvagem. No caso das células transduzidas com CD4-ACyt, os niveis de
infectividade das particulas virais foram atingindo niveis compardveis aos obtidos a
partir de células tratadas com a zidotimidina (AZT), em controle negativo (Pham et al.,

2004).

1.7.2.1 A modulacdo de CD4 mediada por Nef e sua influéncia no desenvolvimento
da doenca.

A proteina viral Nef ¢ um dos principais fatores de patogénese descrito até o
momento. Contudo, durante muito tempo ndo foi possivel determinar quais das inumeras
funcdes seriam as responsaveis pelos efeitos patogénicos auferidos a esta proteina (Wei
et al., 2003). Assim, em primatas infectados com virus carregando mutagdes no dominio
relacionado a modulagdao de CD4, foi possivel observar diminui¢do na viremia e
capacidade de replicagdo “in vitro”, mas rapidamente observou-se reversao para forma
selvagem da proteina (Iafrate er al., 2000). Estes e outros estudos (Glushakova et al.,
2001; Lundquist et al., 2002) mostraram a relagdo direta entre a modulagdo de CD4 ¢ o
aumento de infectividade, sugerindo fortemente uma ligacado mecanistica entre ambos 0s
fendmenos. Posteriormente, Patel e colaboradores (2002) comparando isolados virais de
primatas infectados em diferentes estagios da infec¢do, mostraram que variantes
presentes no comec¢o da infecgdo eram minimamente patogénicas e se replicavam
pobremente, entretanto, as isoladas na fase tardia da infec¢do possuiam maiores indices

de infectividade e capacidade replicativa. Interessantemente, as variantes tardias
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apresentavam também maior capacidade de modular CD4 (Patel et al., 2002).
Paralelamente, similares evidéncias foram obtidas em humanos, ao avaliar a
capacidade de modulacdo das moléculas CD4 e CPH-I mediada pelos alelos de Nef,
isolados na fase inicial e tardia da infeccdo. Desta forma, os alelos presentes na fase
tardia ou terminal da doenca apresentavam maior capacidade de modulacdo de CD4,
maior infectividade e capacidade replicativa, que os presentes na fase inicial.
Surpreendentemente, estes dados se inverteram quando foram analisados os efeitos

moduladores do CPH-I (Carl et al., 2001).

1.7.2.2 Importancia de Vpu na patogénese do HIV-1.

A maioria dos estudos destinados a avaliar a influéncia de Vpu na patogénese “in
vivo”, se focaliza na caracterizagdo genética de alelos, presentes em isolados virais de
pacientes assintomaticos e com AIDS. Estudos realizados por Zheng e colaboradores
(2003) nao revelaram delegdes ou inser¢des importantes que possam ser correlacionadas
com a falta de progressdao a doenca. Entretanto, ha possibilidade, que sutis alteragdes
possam afetar as fungdes de Vpu, como no caso de Vpr (Somasundaran et al., 2002),
ainda por ser investigada (Lum ef al., 2003).

Estudos “in vivo” mostraram uma forte associacdo entre a presenca de uma
seqiiéncia intacta de Vpu, com um aumento na carga viral, perda de LT-CD4" e
imunocompeténcia (Li ef al., 1995; Mccormick-Davis ef al., 1998; Stephens et al., 2002).
J& o desenvolvimento da sindrome parece acontecer se mutagdes compensatorias

ocorrerem nos genes de env e nef (Singh et al., 2001).

Como mencionado anteriormente, um outro fator extremamente importante na
patogénese ¢ a manutengdo das duas serinas. Isto ficou claro ao se observar, que dos
quatro primatas inoculados com uma variante de uma cepa quimérica (SHIVssz, s6G), SO
com uma serina, apenas um desenvolveu a sindrome. Analises da seqiiéncia dos genes de
vpu, presente neste macaco mostraram uma reversao da Gly56 para uma Ser.

Finalmente, ¢ interessante destacar que um outro lentivirus estreitamente
relacionado, o HIV-2, cuja principal diferenga estd no gene vpu, apresenta efeitos

patogénicos muito menos severos.
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2.1 Relevancia da Pesquisa

Talvez um dos mais intrigantes fendmenos relacionados a AIDS, se deve ao fato,
de uma pequena porcentagem de individuos infectados, poderem se manter livres dos
sintomas caracteristicos desta doenca por periodos maiores que dez anos, tempo médio
de desenvolvimento da AIDS. Por outro lado, estudos descritos anteriormente mostram
claramente a relagdo entre a capacidade de diminuir a expressdo do receptor viral € o
nivel de patogenicidade apresentado pelo HIV-1, o que sugere a participacdo deste
fendmeno na falta de progressao a doenga.

Neste contexto, € como objetivo geral deste trabalho, foi proposto a anélise nas
mesmas amostras utilizadas no estudo com a proteina Nef (Carl et al., 2000; Arganaraz et
al., 2003), a busca da presenca de possiveis variacdes na seqiiéncia da proteina Vpu que
possam, assim como no estudo realizado com a proteina Nef, explicar a maior
capacidade modulatéria de CD4, apresentada pelos isolados virais presentes na fase

tardia da infec¢@o pelo HIV-1.

2.2 Objetivo Geral.

Analisar as seqiiéncias dos alelos do gene vpu presente em linfocitos de sangue

periférico de pacientes HIV-1 positivos em diferentes estagios clinicos da infecgao.

2.3 Objetivos Especificos.

1. Determinar a seqiiéncia de nucleotideos do pool de alelos de vpu, exon 1 de rev
e da seqiiéncia do peptideo sinal de env presentes nas diferentes fases da infeccdo em

pacientes HIV positivos.

2. Analisar a presenga de mutacdes no pool de alelos de vpu, exon 1 de rev e da

seqliéncia do peptideo sinal de env presentes nas diferentes fases da infecgao.

3. Realizar uma andlise comparativa da freqiiéncia e localizagdo dos possiveis

pontos de mutagao e sua relagdo com a progressao a doenca.
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3.1 Material de Estudo.

Neste estudo, foram utilizadas amostras de células mononucleares de sangue
periférico, “buff coat”, pertencentes a uma coorte de 12 pacientes infectados com o HIV-
1, ndo submetidos a nenhum tratamento. Duas amostras por paciente, uma no estagio
inicial e outra no estagio final da infeccdo foram coletadas. Os pacientes pertencentes a
esta corte, foram monitorados durante o periodo de 1983 a 1996, no New England
Comprenhensive Hemophilia Center do UMass / Memorial Health Center, Worcester,
Massachusetts. As amostras foram cedidas gentilmente pelo Dr. Frank Kirchhoff, da
Universidade de Ulm, Alemanha. A coleta das amostras foi oportunamente aprovada
pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos do UMass / Memorial Health
Center.

As amostras de 12 pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV-1) acompanhados no periodo de 1983 a 1996 no New England Comprenhensive
Hemophilia Center do UMass / Memorial Health Center, Worcester, Massachusetts, os
quais, nao foram submetidos a terapia anti-retroviral.

As diferentes amostras de cada paciente (P) foram classificadas como: iniciais e
tardias, em base aos seguintes critérios: a) Contagem de linfocitos T CD4" em sangue
periférico; b) Percentual de células CD4". Dessa forma, aquelas amostras com uma contagem
de linfocitos acima de 400/mm’ e um percentual de células CD4" maior que 20%, foram
consideradas como amostras provenientes de estdgios iniciais da infec¢do. Entretanto,
aquelas com contagem de linfécitos T CD4", inferiores a 200/mm’ ¢ um percentual de
células CD4" inferior a 10%, foram consideradas como provenientes de estagios tardios da
infeccao pelo HIV-1, estagio este, caracterizado também pelo desenvolvimento da Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida. Esses pacientes foram acompanhados por um periodo de
aproximadamente 10 anos na auséncia de terapia anti-retroviral, (Tabela 2) (Kirchhoff et al.,

1999).

3.2 Extracdo de DNA gendmico de células mononucleares de sangue periférico.

As 24 amostras de DNA gendmico de sangue periférico correspondentes aos 12
pacientes, foram extraidos segundo o protocolo descrito por Kirchhoff e colaboradores
(1999). Aproximadamente 150ul de células brancas “buff coat” ou creme leucocitario

correspondente a cada amostra, foram submetidos a lise com acréscimo de 500ul de
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tampao de extracdo (10mM Tris-HCI pH 8.0; 0.1IM EDTA pH 8.0; 0.5% SDS e
100pg/ml de RNAse). Posteriormente a mistura foi incubada a 37°C por 1h. Apos a
incubagado, foram adicionados 200ug/ml de proteinase “K” e incubada a 56°C por 3h.
Posteriormente, a solugdo foi centrifugada e separada o sobrenadante para um tubo novo,
onde acrescentou se dois volumes de clorofane (25mL de fenol equilibrado, 24mL de
cloroférmio e ImL de alcool isoamilico), seguido de um volume de clorofil (24mL de
cloroférmio, ImL de alcool isoamilico). O DNA foi precipitado acrescentando-se dois
volumes de acetato de amonio 10M; dois volumes de etanol absoluto e incubado a — 20°C
durante a noite. Apos esse procedimento o precipitado foi centrifugado a 12000g, lavado

com 1ml de etanol 70% e eluido em 300ul de 4gua bidestilada milli-Q e estocado a 4°C.

3.3 Quantificacédo das amostras de DNA e Reacéo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR).

As amostras de DNA gendmico foram quantificadas por eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v) comparando-as com um marcador de peso molecular de 100ng/ul,
(Invitrogen Corporation) e também por espectrofotometria, para determinar o grau de
pureza, as quais foram avaliadas em uma absorbancia, que compreende os comprimentos

de ondas entre 260nm e 280nm.

a) Amplificagdo do gene da S-globina.

No primeiro momento e com objetivo de determinar a qualidade das amostras de
DNA para a realizagdo da PCR, uma aliquota de cada amostra foi usada para amplificar o
gene estrutural da f-globina. Dessa forma os 268 pb correspondentes ao gene da [3-
globina foram amplificados nas seguintes condi¢des de PCR: 1,5 mM de CaCl,, 250uM
de cada um dos quatro deoxinucleotideo trifosfato (ANTPs), 100nM de cada “primer” e
uma unidade de Tag DNA Polimerase (Fermentas life science). As reagdes de
amplificacao foram realizadas num termociclador (PTC 200 — Peltier Thermal Cycler MJ

Research).
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> “Primers” para amplificagdo do gene de [-globina (n° de acesso NM_000518)

foram:

GH20 - 5'-GAA-GAG-CCA-AGG-ACA-GGT-AC-3°

PC04 -3 -CAA-CTT-CAT-CCA-CGT-TCA-CC-5°

»  Programa de PCR.
94°C — 5 min

94°C — 30 seg
58°C — 45 seg 32 ciclos
72°C — 40 seg

72°C — 10 min

b) Amplificaciao dos alelos do gene vpu.

Os alelos de vpu foram amplificados usando a técnica de “nested PCR” (Singh et
al., 2001). Na primeira PCR foi usado um primeiro par de “primers” (111 / 114).
Posteriormente, lul da reacdo foi utilizado para a realizagdo da segunda PCR “nested
PCR”, usando o par de “primers” (112 / 113). Os dois pares de “primers” utilizados
foram desenhados a partir da seqiiéncia do clone tipo selvagem (TS) NL4.3 pertencente
ao subtipo B do HIV-1 (Singh et al., 2001).

Os sitios de anelamento dos diferentes “primers” no genoma do HIV-1 NL4.3
assim como, o tamanho dos fragmentos de amplificagdo esperados sdo mostrados

(Figura 8).

c) Condigdes da PCR:

Com objetivo de garantir que o pool dos alelos de Vpu amplificados seja
representativo do pool presente em cada estagio da infecgdo, foram tomados os seguintes
cuidados: a) o DNA gendmico de células de sangue periférico, foi extraido sem
passagem prévia das células mononucleares, por qualquer tipo de cultura “in vitro”; b)

foi usada uma alta quantidade de DNA, 750 ng, o que garante a presenca de
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aproximadamente uma media de 130 integragdes de DNA proviral por amostra (Connor
et al., 1995).

A 1* PCR foi realizada nas seguintes condi¢des: 1.5 mM de CaCly; 200uM de
cada deoxinucleotideo trifosfato; 100nM de cada oligonucleotideo e uma unidade (0.2pul)

de Tag DNA Polimerase (Fermentas).

> “primers” para amplifica¢do dos alelos de Vpu (Singh et al., 2001).
111 - 5'-CCT-AGA-CTA-GAG-CCC-TGG-AAG-CAT-CC-3'
114 - 3°-ATG-CTA-AAG-CAT-ATG-ATA-CAG-AGG-TAC-5’
112 - 5’-TTA-GGC-ATC-TCC-TAT-GGC-AGG-AAG-AAG-3’
113 - 3’-AGG-AAG-CAA-CCA-CCA-CTC-TAT-TTT-GTG- 5’

> Programa de PCR:

94°C — 5 min

94°C — 45 seg

65°C — 1 min 35 ciclos
72°C — 1 min

72°C — 10 min

1 pl da 1* PCR foi utilizado para a realizacdo da 2* PCR (Nested), nas mesmas
condi¢des, com objetivo de aumentar o niimero de copias da regido em estudo e garantir

a especificidade dos fragmentos amplificados.

TStare Vpu 6061pb 306pb Stop” V.
(Pr 111-5844 pb) P p P P~ Vpu (Pr 114-6416 pb)

VoU v Gpr2)

(Pr 112-5955 pb) (Pr 113-6356 pb)

Figura 8. Representacio esquematica da abordagem de PCR para amplificacio dos alelos de vpu,
do exon 1 de rev e do peptideo sinal da proteina Env.

3.4 Ligacéo e Clonagem.

Os fragmentos amplificados, com aproximadamente 428pb, foram clonados no
vetor pGEM-T Easy (Promega) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Apds a

amplificacdo dos diferentes produtos de PCR, 5ul de cada reacdo foram usados para a
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ligagdo no vetor. Posteriormente, 5 pl do volume de ligagdo foram usados para
transformar 70ul de bactérias E. coli (DH5a) competentes, como descrito em Kirchhoff e
colaboradores (1999). Brevemente, apos incubacdo no gelo por 30 min, a reacdo de
transformagdo foi submetida a um choque térmico por 2 min a 42°C, seguido de
incubacdo a 0°C por 2 min. Posteriormente, as bactérias transformadas foram
ressuspensas em 950ul de meio LB (Gibco) e incubadas a 37°C por 1h sob agitagdo a 225
rpm. Finalmente, as bactérias contendo os clones recombinantes foram plaqueadas em
meio LB-agar (1,5% de agar bacterioldgico, suplementado com 100 pg/ml de ampicilina

e 50 ug/ml de x-gal) e incubadas a 37°C durante toda noite.

3.5 Obtencdo de DNA plasmidial e analise dos recombinantes.

As bactérias contendo os vetores recombinantes, colOonias brancas, foram
palitadas e incubadas em aproximadamente 7ml meio LB liquido, suplementado com 100
ug/ml de ampicilina e incubadas a 37°C durante toda noite. Posteriormente, as amostras
incubadas foram centrifugadas a 2250g por 6 min, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi ressuspenso em 100ul de solugdo I de lise alcalina gelada (50mM de
glucose, 25mM de tris-cl pH 8.0 e 10mM de EDTA pH 8.0). Apds forte agitacao
(vortex), adicionou-se 200ul de solugdo de lise alcalina II (0,2 N NaOH e 1% de SDS)
preparada no momento do experimento (2 fresco), misturando-se os tubos suavemente
por inversdo, posteriormente, acrescentou-se 150ul de solugdo de lise alcalina IIT (60ml
de acetato de potassio SM e 11,5ml de 4cido acético) e novamente inverteram-se os tubos
varias vezes e incubou-se no gelo por 5 min. Apos esse procedimento o lisado foi
centrifugado a 20.000 g a 4°C por 5 min e o sobrenadante transferido para um tubo novo
devidamente identificado. O DNA plasmidial foi precipitado pelo acréscimo de um
volume de etanol absoluto gelado e centrifugado por 15 min a 4°C, apds esse
procedimento o sobrenadante foi descartado e acrescido de 1 ml de etanol 70% gelado,
centrifugou-se novamente a 20.000 g a 4°C por 2 min. Esse DNA foi entdo ressuspenso
em 40ul de dgua mili-Q e estocado a -20°C.

Apos extragdo do DNA plasmidial, a presenca do inserto foi confirmada por
digestdo com a enzima de restri¢do Eco RI e por PCR usando os “primers” (112 / 113)

(dados ndo mostrados).
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3.6 Sequenciamento.

Os clones recombinantes identificados foram seqiienciados em ambas as diregdes.
A realizagdo das PCR com os diferentes fluorocromos foram realizadas segundo o
protocolo DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Kit. Brevemente, usou-se
100ng/ul de DNA plasmidial, 1pmol de oligonucleotideo Sp6 no sentido “forward e
reverse” e 1,5ul de “premix” (marcado com fluorocromo). Apods amplificagdo, os
produtos da PCR foram purificados e posteriormente seqiienciados. Para cada 10ul de
reacdo acrescentou-se lul de acetato de s6dio/EDTA (3M pH 4,6), 20ul de etanol
absoluto (temperatura ambiente) e se deixou por 20 min em repouso, posteriormente
centrifugou-se a 1500x g por 40 min, apos esse procedimento o sobrenadante foi
descartado por inversdo e acrescido de 150ul de etanol 70%, centrifugou-se novamente a
1500x g, desprezando-se o sobrenadante e deixando secar o precipitado por 1h.
Finalmente, as amostras foram ressuspensas em 4l de tampao de carga e corridas em gel

de poliacrilamida usando-se o seqiienciador ABI (Amersham Biosciences) 377.

3.7 Anélises de homologia e estudo estatistico.

A qualidade das seqiiéncias obtidas, "phred" acima de 20%, foi verificada pela
analise dos eletroferogramas correspondentes ao programa de sequenciamento. As
homologias das seqiliéncias de nucleotideos foram determinadas pelo programa BLAST
(Basic Local Aligment Search Toll) (Altschul et al., 1990), onde as mesmas foram
alinhadas com as seqiiéncias do HIV-1 disponiveis no banco genomico dos Los Alamos
(HIV, 2005). Posteriormente, procedeu-se a traducdao dos nucleotideos com o programa
transeq (European, 2005). O alinhamento das seqliéncias em ambas as diregdes, foi
realizado pelo programa "software" clustalw (Clustalw, 2005) e otimizado pela inspecdo
visual. As seqiiéncias de aminoacidos de um dos consensos do subtipo B do HIV-1, a
cepa NL4.3 (Altschul et al., 1990), subtipo viral presente no norte da América, local de
origem das amostras, foi utilizada como referéncia para que se definisse a presenca de
mutagdes nos clones seqiienciados.

A andlise estatistica das varia¢des nas seqiiéncias dos alelos em estudo foi
realizada pelo teste “t” pareado. Para o célculo deste teste, foi usada a ferramenta
“GraphPad Prism”, disponivel on line no site (Graphpad, 2006), acesso em 15/01/2006,

e as seqiiéncias consenso dos diferentes clones de cada pacientes, foram geradas a
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partir da utilizacdo do programa on line bioedit (Bioedit, 2006), acesso em 15,18 ¢

20/01/2006; e 20/02/2006).

3.8 Grafico de regressao

Com objetivo de verificar a existéncia de uma possivel correlagdo entre as
mutagdes encontradas nas diferentes regides analisadas e os niveis de LT-CD4 presentes
nos diferentes estagios da infec¢do, foi realizado um grafico de regressdo.
Primeiramente foi obtido um escore para cada paciente e estdgio, baseando-se na
similaridade entre as mutacdes apresentadas pela seqiiéncia consenso de cada paciente
em cada estagio, com as seqiiéncias consenso correspondente aos estagios inicial e final
da infec¢do. Dessa forma, para um dado paciente e estagio, exemplo P1 inicial, a
presenca de mutagdes idénticas na seqiiéncia consenso do estagio inicial receberam um
valor negativo, no enatnto, aquelas mutacdes idénticas na seqiliéncia consenso
correspondente ao estagio tardio receberam um valor positivo, sendo que, os valores do
escore para cada paciente e cada estagio, foram obtidos a partir da somatoria de ambos
os valores.

Finalmente, a partir dos valores do escore e os correspondentes aos niveis de
LT-CD4 para cada paciente e estagio, foi criado um grafico de regressdo usando-se o

programa Microsoft Excel.
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Tabela 2. Dados laboratoriais das amostras de pacientes infectados pelo HIV-1 — banco de sangue
New EnglandComprenhensive Hemophilia Center do UMass / Memorial Health Center, Worcester,

Massachusetts (Kirchhoff et al., 1999).

Codigo Data da Coleta Idade Contagem de % de Linfdcitos
(Estagio inicial e tardio). (ano) CD4* (N°. /mm?3)
P1 11/02/1983 24 451 27
15/10/1992 33 15 05
P2 12/12/1984 12 616 27
27/11/1996 24 39 04
P3 16/05/1984 6 1622 53
28/04/1993 14 66 06
P4 30/05/1984 27 657 36
26/09/1990 33 59 03
11/09/1983 11 616 25
P5 24/01/1985 22 11 01
P6 24/01/1985 22 771 27
07/11/1990 27 89 02
P7 15/12/1982 8 1000 48
27/01/1993 18 07 01
P8 12/12/1984 16 1017 23
18/05/1988 19 15 01
P9 13/02/1985 9 598 16
12/06/1995 20 11 02
P10 21/09/1983 43 526 26
14/06/1989 49 12 01
P11 19/12/1984 45 636 37
14/01/1998 58 95 09
11/07/1984 3 1021 40

P12 17/09/1996 14 09 01
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4.2 Amplificagdo do gene da f-globina em amostras de DNA de sangue periférico

de pacientes HIV-1 positivos.

Com objetivo de testar a qualidade das amostras de DNA gendmico, obtidas de
células mononucleares de sangue periférico de pacientes HIV-1 positivo, para posterior
realizagdo da PCR, foi amplificado o gene de pf-globina (Figura 9), usando
oligonucleotideos especificos. Dessa forma, foi possivel amplificar em todas as
amostras um fragmento de 268 pb, correspondente ao tamanho esperado (n° de acesso
NM_ 000518 - genebank), confirmando assim, a qualidade das amostras, para que

posteriormente fosse feita a amplificagdo dos diferentes alelos do gene vpu.

S0lph
o

Hiph
100ph

Figura 9. Amplificacio do gene da Sglobina dos pacientes infectados pelo HIV-1. N, controle
negativo (agua); C+, controle positivo 100ng de DNA gendmico humano de paciente nio infectado; P1-
P12, 100ng de DNA gendmico de células mononucleares de sangue periférico de pacientes HIV positivo;
M, marcador de peso molecular, 1 Kb ladder.

4.3 Amplificacido dos alelos de vpu presentes em células de sangue periférico em

diferentes estagios da infeccio.

Posteriormente, o pool de alelos de vpu dos 12 pacientes HIV-1 positivo,
integrados no genoma das células mononucleares de sangue periférico presentes nas
fases iniciais e tardias da infec¢do, foi amplificado mediante uma “nested” PCR, como
descrito em materiais € métodos.

Apdés a realizagdo da segunda PCR, foram gerados fragmentos de
aproximadamente 428 pb correspondentes ao gene de vpu e suas regides franqueadoras,
contendo o exon 1 do gene rev e os primeiros 55 aminoacidos, que inclui o peptideo

sinal codificado por Env (Figura 10 e 11).
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Figura 10. Amplificacio do pool de alelos de vpu presentes nos estigios iniciais da infeccio de
pacientes HIV positives. N, controle negativo (750 ng de DNA genomico de células de sangue periférico
de paciente nao infectado com HIV-1); C+, controle positivo (750 ng de DNA gendémico de células de
sangue periférico de paciente infectado com HIV-1); P1-P12, amplificacdo dos alelos de Vpu a partir de
750 ng de DNA gendmico de células de sangue periférico de pacientes no estagio inicial da infecg¢do; M,
marcador de peso molecular 1 Kb ladder plus.

M N C+ Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P9 P10 PIl Pl12
sioph b
g ﬂ...ﬁ”--h +mpw
30tgh
High
100h 3

Figura 11. Amplificacdo do pool de alelos de vpu presente nos estagios tardios da infeccio de
pacientes HIV positives. N, controle negativo (750 ng de DNA genomico de células de sangue periférico
de paciente nao infectado com HIV-1); C+, controle positivo (750 ng de DNA gendmico de células de
sangue periférico de paciente infectado com HIV-1); P1-P12, amplificagdo de alelos de Vpu a partir de
750 ng de DNA gendmico de células de sangue periférico dos pacientes no estagio tardio da infeccdo; M,
marcador de peso molecular 1 Kb ladder plus.

4.4 Analise mutacional de alelos do gene vpu, presentes nos estagios inicias e

tardios da infec¢do em pacientes HIV positivos.

Dez clones recombinantes correspondentes a cada paciente e cada estagio da
infeccdo (inicial e tardio), foram seqlienciados em ambas as diregdes e suas seqiiéncias
de nucleotideos (Apéndice 1) foram usadas para andlise de homologia em banco de
dados (BLAST- Basic Local Aligment Search Toll e Los Alamos (Altschul et al,
1990), confirmando a origem viral das amostras amplificadas. Posteriormente, as
seqliéncias de nucleotideos correspondentes aos alelos dos genes vpu, foram
transformadas para seqiiéncia de aminoacidos e em seguida, as diferentes seqiiéncias de
aminoacidos, foram comparadas e alinhadas com a seqiiéncia do virus selvagem NL4.3
do subtipo B (Singh et al., 2001).

Na primeira analise, e como mostrado nas figuras 12 e 13, o total das mutagdes
encontradas nos 10 clones seqiienciados correspondentes a cada paciente e cada estagio,
em relacdo ao tipo selvagem (TS) NL4.3, independentemente de sua freqiiéncia foram

consideradas.
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Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias dos alelos de vpu de cada paciente no estagio inicial da
infecciio, em relacio a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1 subtipo “B”. Os pontos
indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as mutagdes estdo indicadas com a letra
correspondente ao aminoacido e as inser¢des ou delagdes encontram-se indicadas com um trago. Os
dominios de transmembrana, citoplasmatico e as duas alfas hélices encontram-se representados. As setas
indicam as serinas que sdo fosforiladas pela caseina cinase II celular (Gomez et al., 2005). O dominio
conservado envolvido na degradagdo proteassdmica de CD4 assim como, os dominios imunodominates
um e dois, reconhecido pelo LTc, encontram-se baseados na figura.
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Figura 13. Alinhamento das seqiiéncias dos alelos de vpu de cada paciente no estagio tardio da
infecciio, em relacdo a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1 subtipo “B”. Os pontos
indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as mutagbes estdo indicadas com a letra
correspondente ao aminoacido e as insergdes ou delagdes encontram-se indicadas com um trago. Os
dominios de transmembrana, citoplasmatico e as duas alfas hélices encontram-se representados. As setas
indicam as serinas que sao fosforiladas pela caseina cinase II celular (Gomez et al., 2005). O dominio
conservado envolvido na degradagdo proteassomica de CD4 assim como, os dominios imunodominates
um e dois, reconhecido pelo LTc, encontram-se baseados na figura.
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Apo6s alinhamento e comparagdo das seqiiéncias de cada paciente e cada estagio
contendo todas as mutacdes, foram deduzidas as seqiliéncias consenso para cada
paciente em cada estagio, colocando-se apenas as mutagdes mais freqiientes, (>50%).
Assim, ap6s alinhamento das diferentes seqiiéncias consenso em relagdo a seqiiéncia do
tipo selvagem foi possivel detectar 37 mutagdes, encontrando-se estas, presentes apenas
no estagio inicial da infecc¢ao (P3S, -L, 14Q, V6L, I8P, 126F, L411, L45I, 146R, E5S9D, -
QEE, A74P, W75G, Ve6l, A7T, V60OL, 14E, V6F, 115A, V201, 126L, R36K, M66T,
E50D, -V, 14V, V6S, A14V, S23T, 124L, 126G, R29S, M69L, 178V, D79V, 127G e
D79A). (Figura 14 e 15 e Tabela 3). Entretanto apenas 14 mutagdes apresentaram
diferencas estatisticamente significativas com valor de “p” < 0,05 (P3S, -L, 14Q, I26F,
L451, 146R, E59D, -QEE, V60L, I4E, I15A, M66T, S23T e I78V), (Tabela 4).
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Figura 14. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos de vpu presentes no estagio inicial da
infecciio, com a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. As seqiiéncias consenso dos alelos
de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais freqiientes (>50%) presentes nos 10 clones
seqiienciados quando comparadas com a seqiiéncia do TS, da mesma forma, foram obtidas a seqiiéncia
consenso correspondente aos alelos dos 12 pacientes no estagio inicial da infec¢do. Os pontos indicam
similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao
aminoacido e as inser¢des ou delagdes encontram-se indicadas com um trago. Os dominios de
transmembrana, citoplasmatico e as duas alfas hélices encontram-se representados. As setas indicam as
serinas que sdo fosforiladas pela caseina cinase II celular (Gomez ef al., 2005). O dominio conservado
envolvido na degradagdo proteassomica de CD4 assim como, os dominios imunodominates um e dois,
reconhecido pelo LTc, encontram-se baseados na figura.
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Figura 15. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos de vpu presente no estagio tardio da
infec¢do, com a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. As seqiiéncias consensos dos alelos
de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais freqiientes (>50%) presentes nos 10 clones
seqiienciados quando comparadas com a seqiiéncia do TS, da mesma forma, foram obtidas a seqiiéncia
consenso correspondente aos alelos dos 12 pacientes no estagio tardio da infec¢cdo. Os pontos indicam
similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao
aminoacido e as insercdes ou delagdes encontram-se indicadas com um trago. Os dominios de
transmembrana, citoplasmatico e as duas alfas hélices encontram-se representados. As setas indicam as
serinas que sdo fosforiladas pela caseina cinase II celular (Gomez ef al., 2005). O dominio conservado
envolvido na degradagdo proteassdmica de CD4 assim como, os dominios imunodominates um e dois,
reconhecido pelo LTc, encontram-se baseados na figura.

Tabela 3a. Freqiiéncia das mutacdes encontradas nos alelos de vpu, presente no estagio inicial da
infeccdo pelo HIV-1.

81

Estagio P3S -L 14Q V6L 18P I26F L411 L451 I46R  E59D -QEE A74P

inicial

Pl 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
P2 70% 100% 70% - - 70% - 70%  70%  70% 70% -
P3 - - - - - - - - - - - -
P4 - - - - - - - - - - - -
P5 50% 50% - - - - - 100% 100% 80%  80% -
P6 - - - - - - - - - - - -
P7 - - - - - - - - - - - -
P8 - - - - - - - - - - - -
P9 - - - - - - - - - - - -
P10 - 100% - - - - - 100% 100% 100% 100% -
P11 - 100% - - - - - 100% 100% 100% 100% -

P12 - - - - - - - - - - - -
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Tabela 3b. Freqiiéncias das mutacdes encontradas nos alelos de vpu, presente no estagio inicial da
infecciio pelo HIV-1.

Estagio 126L R36K M66T ES0D -V 14V V6S A14VS23T 124L 126G R29S

inicial

Pl - - - - - - - - - - - -
P2 - - - - - - - - - - - -
P3 - - - - - - - - - - - -
P4 - - - - - - - - - - - -
P5 100% 100% 80% - ; - ; - ) _ ] ]
P6 - - - - - - - - - - - -
P7 - - - 70% - - - - - - - -
P8 - - - - 70% - - - - - - -
P9 - - - - - - - - - - - -
P10 - - 100% - - 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
P11 - - 100% - - - - - 100% - - -
P12 ; ; - ; ; ] _ _ ) ] ) ]

Tabela 3c. Freqiiéncias das mutacdes encontradas nos alelos de vpu, presente no estagio inicial da
infeccdo pelo HIV-1.

Estagio W76G V6l A7T V60L I4E  V6F I15A V20I M69L 178V D79V 127G D79A

inicial

Pl 100% - - ; - ; : _ ) ) ) 3 3
P2 - 70%  70% 70% - - - ; ] ; ) _ ]
P3 - - - - - - - - - - - - -
P4 - - - - - - - - - - - - -
P5 - - - 80%  50% 100% 100% 100% - - - - -
P6 - - - - - - - - - - - - -
P7 - - - - - - - - - - - - -
P8 - - - - - - - - - - - - -
P9 - - - - - - - - - - - - -
PIO - - - - - - 100% - 100%  100%  100% - -
PIl - - - - 100% - 100% - - 100% - 100%  100%
P12 - - - - ; - ] ) ) ] ) _ ]
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Tabela 4. Freqiiéncia das mutacdes e valor de “p” (teste t) encontrado nos alelos de vpu, presente no
estagio incial e tardio da infec¢ao pelo HIV-1.

Mutacgoes Estagio inicial Estagio tardio Valor de “P”
P3S 120 (18,33%) 120 (0%) 2= 0,041
L 120 (37,50%) 120 (0%) »=0,006
14Q 120 (14,16%) 120 (0%) »=0,079
V6L 120 (8,33%) 120 (0%) »=0,164
I8P 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
126F 120 (14,16%) 120 (0%) »=0,079
L411 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
L451 120 (39,16%) 120 (0%) »=0,005
146R 120 (39,16%) 120 (0%) »=0,005
E59D 120 (37,50%) 120 (0%) »=0,006
-QEE 120 (37,50%) 120 (0%) »=0,006
A74P 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
W76G 120 (8,33%) 120 (0%) »=0,164
0 120 ( 5,83%) 120 (0%) p=0,164
ATT 120 ( 5,83%) 120 (0%) p=0,164
V60L 120 ( 12,50%) 120 (0%) »=0,076
I4E 120 ( 12,50%) 120 (0%) »=0,076
V6F 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
115A 120 (25,00%) 120 (0%) »=0,034
V201 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164

26L 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
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Tabela 4 continuacio. Freqiiéncia das mutacdes e valor de “p” (teste t) encontrado nos alelos de vpu,

presente no estagio inicial e tardio da infeccao.

Mutagoes Estagio inicial Estagio tardio Valor de “P”
R36K 120 (8,33%) 120 (0%) »=0,164
M66T 120 (23,33%) 120 (0%) »=0,035
ES0D 120 ( 5,83%) 120 (0%) p=0,164
v 120 ( 5,83%) 120 (0%) p=0,164
14V 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
V6S 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
Al4V 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
S23T 120 (16,66%) 120 (0%) »=0,076
24L 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
126G 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
R29S 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
M69L 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
178V 120 (16,66%) 120 (0%) »=0,076
D79V 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
127G 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164

D79A 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164
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4.5 Analise da correlagio entre as mutacdes presentes nos alelos de vpu e os

diferentes estagios clinicos da infec¢cdo pelo HIV-1.

Como explicado em materiais ¢ métodos, e com objetivo de verificar possivel
correlagdo entre as mutagdes presentes em cada estagio e os niveis de LT-CD4"
detectados em sangue periférico, foi primeiramente criado um escore baseado na
similaridade entre as mutagdes apresentadas pela seqiliéncia consenso de cada paciente
com as seqiiéncias consenso de cada estagio. Dessa forma, para um dado paciente e
estagio, exemplo P1 inicial, a presenga de mutacdes idénticas, presente na seqiliéncia
consenso do estdgio inicial recebeu um valor negativo, no entanto, aquelas idénticas
presentes na seqiiéncia consenso correspondente ao estagio tardio receberam um valor
positivo, sendo que, os valores do escore para cada paciente e cada estagio, foram
obtidos a partir da somatéria de ambos os valores.

Finalmente, a partir dos valores do escore e os correspondentes aos niveis de LT-
CD4 para cada paciente e estagio, foi criado um grafico de regressao (Figura 16).

Dessa forma, e com base no grafico, foi possivel observar uma forte correlacao
negativa (-0,84) entre o nimero de células CD4" e o valor do escore para cada paciente e
estagio, ou seja, quanto maior o nimero do escore, menor é o niimero LT-CD4". O valor
de p, que indica a correlagdo, foi extremamente baixo (< 0,0001), indicando que este
resultado ¢ altamente significativo, além de possuir um alto valor para r*, o que indica

que o escore se aplica a mais de 71% do nimero de CD4 nos individuos estudados.
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Figura 16. Correlagdo entre os escores das seqiiéncias dos diferentes estagios e a contagem de
células CD4" nos 12 pacientes. O circulo representa o nimero de células CD4 e o escore correspondente.
O coeficiente de correlagio (r), o coeficiente de determinagdo (r%), e a significncia do teste (p), baseado
no grafico, sdo descritos no texto.

4.6 Analise mutacional de alelos do exon 1 do gene rev, presentes nos estagios

iniciais e tardios da infeccio em pacientes HIV positivos.

Baseado na amplificagcdo do exon 1 do gene rev como parte da seqliéncia
flanqueadora 5°, amplificada por nossa abordagem de PCR, foi realizada a anélise
mutacional da seqiiéncia de aminoacidos, dos alelos desta regido, presente no genoma
das células de sangue periférico dos pacientes HIV-1 positivos.

O total das mutacdes presentes nos 10 clones seqiienciados correspondentes a
cada paciente em cada estagio, foram alinhadas em relacdo ao tipo selvagem (TS) NL4.3,

independentemente de sua freqiiéncia, Figura 17 e 18.
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Figura 17. Alinhamento das seqiiéncias dos alelos do exon 1 de rev de cada paciente no estagio
inicial da infeccdo, em relacio a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1 subtipo “B”. Os
pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as mutacdes estdo indicadas com a letra
correspondente ao aminoacido. A barra em preto acima da seqiiéncia tipo selvagem indica a regido
imunodominante para LTc e a barra em cinza indica a regido de maior importancia no primeiro dominio
de multimeriza¢do (Ramakrishnan ef al., 2005).
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Figura 18. Mutacées presentes nas seqiiéncias dos alelos do exon 1 de rev de cada paciente no
estagio tardio da infec¢do, em relagio a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1 subtipo
“B”. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as mutagdes estdo indicadas com a
letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto acima da seqiiéncia tipo selvagem indica a regido
imunodominante para LTc e a barra em cinza indica a regido de maior importancia no primeiro dominio
de multimeriza¢do (Ramakrishnan et al., 2005).

Da mesma maneira, que as seqiiéncias dos alelos de vpu foram analisadas, foi
deduzida uma seqiiéncia consenso para cada paciente em cada estdgio, colocando-se
apenas as mutacOes mais freqiientes, (>50%). Dessa forma e apos alinhamento das
diferentes seqiiéncias consenso em relacdo a seqiiéncia do tipo selvagem foi possivel
detectar sete mutagdes, sendo seis mutagdes no estagio inicial (SSR, E11D, 1131, R14K,
L18V e L21F) (Figura 19 e tabela 5) e uma mutacao no estagio tardio (I19T). (Figura 20
e tabela 6), Entretanto, apenas trés mutacdes apresentaram diferencas estatisticamente

significativas com valor de “p” < 0,05 (I13L, R14K, L21F), (Tabela 7).
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Figura 19. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos do exon 1 de rev presente no estagio
inicial da infecciio, com relacio a seqiiéncia do tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. As seqiiéncias
consensos dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutacdes mais freqiientes (>50%)
presentes nos 10 clones seqiienciados quando comparadas com a seqiiéncia do TS, da mesma forma,
foram obtidas a seqiiéncia consenso correspondente aos alelos dos 12 pacientes no estdgio inicial da
infecgdo. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, as mutagdes, estdo indicadas com
a letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto acima da seqiiéncia tipo selvagem indica a regido
imunodominante para LTc e a barra em cinza indica a regido de maior importdncia no primeiro dominio
de multimerizagdo (Ramakrishnan et al., 2005).
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Figura 20. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos do exon 1 de rev, com relagio a
seqiiéncia tipo selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1, presente no estagio final da infec¢cdo. As seqiiéncias
consensos dos alelos de cada paciente foram obtidas a partir das mutagdes mais freqiientes (>50%)
presentes nos 10 clones seqiienciados quando comparadas com a seqiiéncia do TS, da mesma forma,
foram obtidas a seqiiéncia consenso correspondente aos alelos dos 12 pacientes no estagio tardio da
infec¢do. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos, ¢ as mutagdes, estdo indicadas
com a letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto acima da seqiiéncia do tipo selvagem indica
a regido imunodominante para LTc e a barra em cinza indica a regido de maior importancia no primeiro
dominio de multimeriza¢do (Ramakrishnan ef al., 2005).
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Tabela 5. Freqiiéncia das mutacées encontradas no exon 1 de rev, presente no estagio inicial da

infecciio pelo HIV-1.

Estagio

inicial

S5R

E11D

I13L

R14K

L18V L2IF

19T

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12

100%

90%

100%

50%
60%

100%

90%

100%

60%
50%

100%

90%

100% 100%

50%
50%

100%

90%

Tabela 6. Freqiiéncia das mutacdes encontradas no exon 1 de rev, presente no estigio tardio da

infeccio pelo HIV-1.

Estagio

tardio

S5R

E11D

1131

R14K

L18V

L21F

119T

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P10
P11
P12
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Tabela 7. Freqiiéncia das mutacdes e valor de “p” (teste t) encontrados no exon 1 de rev, presente

no estagio inicial e tardio da infecciio pelo HIV-1.

Mutagoes Estagio inicial Estagio tardio Valor de “P”
S5R 120 (16,66%) 120 (0%) p=0,076
E11D 120 (5%) 120 (0%) p=0,164
1131 120 (33,33%) 120 (0%) p=0,007
R14K 120 (33,33%) 120 (0%) p=0,006
L18V 120 (8,33) 120 (0%) p=0,164
L21F 120 (32,5%) 120 (0%) p=0,007
119T 120 (0%) 120 (4,16%) p=0,164

4.7 Analise da relacio entre as variagcoes da seqiiéncia de Rev e os niveis de LT-
CD4".

Assim como na analise realizada para Vpu, foi definida uma seqiiéncia consenso
para cada estagio (inicial e tardio). A partir destas seqiiéncias consenso, foi determinado
um escore referente as mutacdes encontradas em cada paciente e em cada estagio, o qual
foi baseado na similaridade mutacional da seqiiéncia consenso dos diferentes estagios.
Dessa forma, pacientes que apresentaram mutagdes na seqiiéncia consenso do estagio
inicial receberam um valor negativo, e aqueles que apresentaram mutagdes na seqiiéncia
consenso correspondente ao estagio tardio receberam um valor positivo, sendo que, os
valores do escore para cada paciente e cada estagio, foram obtidos a partir da somatodria
de ambas as mutagdes presentes, criando-se um grafico de regressdo com os valores do
escore para cada paciente e cada estagio e os correspondentes niveis de CD4 (Figura 21).

Dessa forma, com base na figura (21), foi possivel observar forte correlacao
negativa (-0,82) entre o niimero de células CD4" e o escore correspondente, mostrando
que, quanto maior o nimero do escore, menor sera o numero das células CD4". O valor
de “p” foi extremamente baixo (< 0,0001), indicando que este resultado é altamente
significativo, além de possuir um alto valor para r°, o que indica que o escore se aplica a

mais de 68% do numero de CD4 nos individuos estudados.
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Figura 21. Correlagiao entre os escores das seqiiéncias dos diferentes estagios e a contagem de
células CD4" nos 12 pacientes. O circulo representa o niimero de células CD4 e o escore referente as
mutagdes entre os diferentes estagios nos alelos de gene rev. O coeficiente de correlagdo (r), o coeficiente
de determinagio (1%), e a significancia do teste (p), baseado no grafico, sdo descritos no texto.

Adicionalmente, foi descrito nos primeiros 33 nucleotideos do exon 1 do gene
rev uma seqiiéncia altamente conservada, denominada de GAR-ESE, a qual estaria
relacionada ao aumento do “splicing” dos RNAs virais mediados pela proteina Rev
(Caputi et al., 2004). Baseado nesta informagao, as seqiiéncias correspondentes a este
aumentador de “splicing” presentes nos alelos iniciais e tardios de diferentes pacientes
foram analisadas com o intuito de verificar a presenca de possiveis alteragdes nesta
regido e que possam vir a se correlacionar com os diferentes estdgios clinicos da
doenca. Apos alinhamento e comparagdo com a seqiiéncia do tipo selvagem
correspondente ao NL4.3, ndo foi possivel detectar nenhuma mutacdo relevante,
mostrando que esta regido ¢ altamente conservada, o que vem a confirmar a alta
conservagdo desta regido nas diferentes cepas do HIV-1 (Caputi et al., 2004); (dados

nao mostrados).
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4.8 Analise mutacional de alelos dos primeiros 55 aminoacidos do gene env, presen -

tes nos estagios inicias e tardios da infec¢cio em pacientes HIV positivos.

Como conseqiiéncia da nossa abordagem de PCR, 165 nucleotideos localizados
no extremo 3’ do gene vpu, correspondente aos primeiros 55 aminodcidos da
glicoproteina de superficie do HIV-1, a gp120, foram amplificados. Dentro desta regido
localiza-se a seqiiéncia do peptideo sinal representado pelos primeiros 30 aminodacidos.

Dessa forma, o total das mutagdes presentes nos 10 clones seqiienciados
correspondentes a cada paciente e cada estagio, foram alinhadas em relagcdo ao tipo

selvagem (TS) NL4.3, independentemente de sua freqiiéncia, Figura 22 e 23.
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Figura 22. Alinhamento das seqiiéncias dos alelos correspondentes aos primeiro 55 aminoacidos da
proteina Env de cada paciente no estagio inicial da infecciio, em relacio a seqiiéncia do tipo
selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as
mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido e as inser¢des ou delagdes
encontram-se indicadas com um trago. A barra preta indica o peptideo sinal da proteina Env e a seta

indica o local de clivagem por uma peptidase celular (Li et al., 2000).
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Figura 23. Alinhamento das seqiiéncias dos alelos correspondentes aos primeiros 55 aminoacidos da
proteina Env de cada paciente no estagio tardio da infeccio, em relacio a seqiiéncia do tipo
selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de aminoacidos e as
mutagdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto acima da
seqiiéncia do tipo selvagem indica o peptideo sinal e a seta indica o local de clivagem por uma peptidase

celular (Li et al., 2000).
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Apo6s alinhamento e comparagdo de todas as seqiliéncias, foi deduzida uma
seqiiéncia consenso para cada paciente em cada estdgio, colocando-se apenas as
mutagdes mais freqiientes, (>50%). Dessa forma, apds alinhamento das diferentes
seqiiéncias consenso em relagdo a seqiiéncia do tipo selvagem, foi possivel detectar seis
mutagodes por inser¢ao no estagio inicial da infecgao (IRKN, IRRNC, IKKNC, IRMSC,
IRKNC e TLL) (Figura 24 e Tabela 8) e uma mutacao por substituicdo (K16E) (Figura
25 e Tabela 9) no estagio tardio da infec¢do. No entanto, estas mutacdes ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas, tendo um valor de “p” >0,05

(Tabela 10).

T3 MNL4.3 MRVEE---EYOHLWRIS— —-TWEN=TMLL ILMICSQ&ERLWVTUYY VYEVWEEATTTLEC
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Figura 24. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos correspondentes aos 55 primeiros
aminoacidos da proteina Env, presente no estagio inicial da infec¢ao, com relaciio a seqiiéncia tipo
selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. As seqiiéncias consensos dos alelos de cada paciente foram obtidas a
partir das mutacdes mais freqiientes (>50%) presentes nos 10 clones seqiienciados quando comparadas
com a seqiiéncia do TS, da mesma forma, foram obtidas a seqiiéncia consenso correspondente aos alelos
dos 12 pacientes no estagio tardio da infec¢do. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de
aminoacidos, e as mutacdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto
acima da seqiiéncia do tipo selvagem indica o peptideo sinal e a seta indica o local de clivagem por uma
peptidase celular (Li et al., 2000).
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Figura 25. Alinhamento das seqiiéncias consenso dos alelos correspondentes aos 55 primeiros
aminoacidos da proteina Env, presentes no estagio tardio da infeccio com relacgiio a seqiiéncia tipo
selvagem (TS) NL4.3 do HIV-1. As seqiiéncias consensos dos alelos de cada paciente foram obtidas a
partir das mutagdes mais freqiientes (>50%) presentes nos 10 clones seqiienciados quando comparadas
com a seqiiéncia do TS, da mesma forma, foram obtidas a seqiiéncia consenso correspondente aos alelos
dos 12 pacientes no estagio tardio da infeccdo. Os pontos indicam similaridade na seqiiéncia de
aminoacidos, e as mutacdes estdo indicadas com a letra correspondente ao aminoacido. A barra em preto
acima da seqiiéncia do tipo selvagem indica o peptideo sinal e a seta indica o local de clivagem por uma
peptidase celular (Li et al., 2000).

Tabela 8. Freqiiéncia das mutacdes encontradas no peptideo sinal de Env, presente no estagio
inicial da infec¢ao pelo HIV-1.

Estagio IRKN IRRNC IKKNC IRMSC IRKNC TLL  K]6E
inicial

P1 70% - - - - - -

P2 - 60%
P3 - - - - - - -
P4 - - - - - - -
P5 - - 70%
P6 - - - - - - -
P7 - - - - - - -
P8 - - - - - - -
P9 - - - - - - -
P10 - - - 80%
P11 - - - - - - -
P12 - - - - 80% - -
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Tabela 9. Freqiiéncia das mutacdes encontradas no peptideo sinal de Env, presente no estagio
tardio da infec¢io pelo HIV-1.

Estigio IRKN IRRNC IKKNC IRMSC IRKNC TLL  KI16E

tardio

P1 - - - - - - -
P2 - - - - - - -
P3 - - - - - - -
P4 - - - - - - -
P5 - - - - - - -
P6 - - - - - - -
P7 - - - - - - -
P8 - - - - - - -
P9 - - - - - - -
P10 - - - - - - -
P11 - - - - - - -
P12 - - - - - - 70%

Tabela 10. Freqiiéncia das mutacdes e valor de “p” (teste t) encontrado no peptideo sinal de Env,
presente nos estagios inicial e tardio da infecciao pelo HIV-1.

Mutagoes Estagio inicial Estagio tardio Valor de “P”
IRKN 120 (5,83%) 120 (0%) p=0,164
IRRNC 120 (5,00%) 120 (0%) p=0,164
IKKNC 120 (5,83%) 120 (0%) p=0,164
IRMSC 120 (6,66%) 120 (0%) p=0,164
IRKNC 120 (6,66%) 120 (0%) p=0,164
TLL 120 (8,33%) 120 (0%) p=0,164

K16E 120 (0%) 120 (5,83%) p=0,164
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O gréfico de regressao para o peptideo sinal da proteina Env, ndo foi gerado em
decorréncia da presenca de apenas uma alteracdo, representada pela inser¢do de um
grupo de aminoacidos, logo apds o quarto aminodcido do peptideo sinal. A ocorréncia de
apenas essa alteragdo fez com que os escores obtidos sejam de -3, para estagio inicial, e
de zero, para o estagio tardio, o que impossibilita a correlagdo entre os niveis de

. , . +
linfocitos CD4" e os escores.



5. Discussao
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Como nos processos infecciosos, os diferentes niveis de progressdo a AIDS
observados em pacientes infectados pelo HIV-1, sdo determinados por complexa
interagdo entre fatores genéticos do hospedeiro e do proprio virus (Willey et al., 1992;
Weiss, 1993). Embora a maioria dos individuos HIV-1 positivos, desenvolvem a AIDS
no lapso de 10 anos, aproximadamente 5% permanecem assintomaticos, com niveis
estaveis de CD4 " por mais de uma década (Buchbinder ef al., 1994).

Para o HIV-1 o ambiente nunca é o mesmo, tendo que enfrentar flutuagdes
constantes no tempo e no espacgo. Dentre os principais fatores do hospedeiro, encontram-
se os mecanismos de defesa, que tentam “eliminar” o virus para evitar o estabelecimento
de uma infec¢do cronica. As principais linhas de defesa estdo representadas pela acdo do
sistema imune, basicamente linfocitos T citotoéxicos (LTc), anticorpos neutralizantes
(imunidade adaptativa) (Moore et al., 2002; O'connor et al., 2002) e por fatores
celulares, que tem funcao de restringir a replicagao viral (imunidade inata), alguns deles
jé identificados, (Sheehy et al., 2002; Stremlau et al., 2004) e outros ainda por serem
descobertos (Varthakavi et al., 2003). Finalmente, além de ter que “driblar” todos estes
obstaculos, freqiientemente o virus é submetido também a pressdo exercida pelo coquetel
anti-retroviral.

Estas forgas exercidas pelo hospedeiro impdem enorme pressdo seletiva que
levam a alteragdes no material genético e conseqiientemente ao “fitness” viral, o que
finalmente define a habilidade de um dado genoétipo produzir progénie infecciosa em um
determinado microambente.

Dessa forma, o estudo das mudancas genéticas e suas conseqiiéncias biologicas,
sdo fundamentais ao entendimento da dindmica evolucionaria dos parametros de
patogénese na populagdo viral ao longo da infecgao.

Usualmente, os niveis de replicagdo e infectividade sdo usados para medir o
“fitness” viral, desde que, estes permitam dimensionar a completa realizagdo do ciclo
viral dentro da célula hospedeira. Entretanto, os diferentes isolados virais podem ser
distinguidos pelo tropismo celular e efeitos citopaticos (Albini et al., 1998). Dessa forma,
estudos longitudinais com virus isolados seqiiencialmente ao longo da infeccao,
mostraram claramente que particulas virais isoladas logo apo6s a infec¢do sdo
predominantemente macréfago-tropico, ndo formam sincicios e se replicam lentamente
(Friedler et al., 1999; Henriksson e Bosch, 1998). No entanto, isolados linfotrdpicos,

formadores de sincicios e com elevada capacidade de se replicar, surgem em
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aproximadamente 50% dos pacientes assintomaticos e estdo associados a rapido declinio
das células T e progressdo a AIDS (Price et al, 1998). Estes estudos levaram a
proposicao de duas principais hipoteses, que ainda continuam sem resposta, a primeira,
que o surgimento das variantes mais infecciosas levaria o sistema imune a uma
disfungdo, e a segunda, que o surgimento das mesmas, seja uma conseqiiéncia da
progressiva deple¢do do sistema imune.

Dentro deste contexto, recentes estudos realizados pelo grupo do Dr. Kirchhoff e
0 nosso (Arganaraz et al., 2003; Carl et al., 2001; Kirchhoff et al., 1999; Lama et al.,
1999) mostraram claramente a relacdo direta, entre o estado do sistema imune do
hospedeiro e as mudangas especificas no genoma viral, que se traduzem em importantes
alteragdes nas propriedades bioldgicas do virus. Estes estudos mostraram que mutagdes
ocorridas ao longo da infec¢do, no gene que codifica a proteina acessoria Nef, levam a
alteragdo de importantes fungdes para o ciclo viral. Assim, & medida que a infecc¢ao
progride, as particulas virais parecem perder a capacidade de modular a expressdo da
proteina CPH-I, e passam a ter maior capacidade inibitdria da expressao do receptor viral
CD4. Finalmente, estes autores estabeleceram uma rela¢do “causa-cfeito”, entre a maior
capacidade moduladora de CD4, o aumento de infectividade e replicacdo das particulas
virais, caracteristicas estas, observadas em populagdes virais presentes no estagio tardio
da infecgao e relacionadas ao desenvolvimento da AIDS.

Baseado nesses dados, nosso grupo tem como hipdtese de trabalho, a existéncia
de um “relogio bioldgico”, encarregado de disparar em determinado momento do
processo infeccioso mudangas genéticas, que redundam em alteragdes fenotipicas
cruciais a viabilidade do virus no organismo, e fundamentalmente na sua propaga¢ao
para um novo hospedeiro. Entretanto, esta hipotese levanta as seguintes questdes: a)
Quais seriam as pegas que compoem esse “relogio bioldgico”? b) Qual é a inter-relagdo

entre elas? e c) Como este “relogio biologico” seria disparado?
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5.1 Analise mutacional da proteina Vpu.

Dada a importancia da diminui¢do da expressdo do receptor viral CD4 na
patogénese e desenvolvimento da doenga, propusemos como objetivo geral, avaliar o
grau de participacdo da proteina viral Vpu neste fendmeno, devido ao importante papel
desempenhado por esta proteina, junto com a proteina do envelope (Env) viral, na
degradacdo das moléculas de CD4 sintetizadas pela célula hospedeira no reticulo
endoplasmatico.

Na primeira etapa deste trabalho, analisamos a seqiiéncia de aminoacidos desta
proteina, no pool de alelos presentes nos estagios iniciais e tardios da infecgao.

Apesar de se ter progredido muito no conhecimento a respeito das diferentes
funcdes de Vpu, a maioria destes dados, foram obtidos basicamente por meio de sistemas
“in vitro” desconhecendo-se o exato papel desta proteina na patogénese do HIV-1 “in
vivo”. A falta de informagdo a este respeito se deve principalmente a falta de um modelo
animal adequado, uma vez que, esta proteina encontra-se presente apenas no HIV-1, SIV
isolados de chimpanzés e em trés espécies de macacos do género Cercopithecus. Além
disso, diferentes laboratorios desenvolveram clones recombinantes patogénicos, onde
genes de algumas proteinas acessorias como Tat, Rev, Vpu e Env do HIV-1, foram
introduzidos no genoma de clones de SIV com objetivo de investigar o real papel de Vpu
na patogénese da doenca (Stephens et al., 2002).

E importante ressaltar que para nosso conhecimento, nio existem estudos que
tenham abordado a participacdo da proteina Vpu no aumento da modulacdo do receptor
viral CD4 e conseqiiente aumento na infectividade e replicagao viral observados em
isolados presentes na fase tardia da infecgao.

Apds clonagem e sequenciamento dos alelos do gene vpu, as seqiiéncias de
nucleotideos foram traduzidas para uma seqiiéncia de aminodcidos e posteriormente
comparadas com a seqiiéncia do tipo selvagem do subtipo B, cepa NL4.3.

Numa primeira analise foi possivel observar uma maior ocorréncia de mutagdes
nos alelos do estagio inicial em relagdo as mutagdes presente no estagio tardio (Figura 12
e 13). Posteriormente, ao comparar as seqiiéncias consenso de cada paciente em cada
estagio com a do tipo selvagem, pode-se observar que estas diferencas foram mais
evidentes, assim, foi possivel detectar 37 mutacdes presentes, sendo evidenciadas apenas
no estagio inicial da infecgdo (P3S, -L, 14Q, V6L, I8P, I126F, L41I, L45I1, 146R, E59D, -
QEE, A74P, W75G, VoI, A7T, V60L, 14E, V6F, 115A, V201, 126L, R36K, M66T, E50D,
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-V, 14V, V6S, A14V, S23T, 124L, 126G, R29S, M69L, 178V, D79V, 127G e D79A)
(Figura 14 e 15 e Tabela 3). Sendo que destas, oito mutacdes apresentaram diferengas
estatisticamente significativas entre os estdgios inicial e tardio, com valor de “p” < 0,05
(P3S, -L, L451, 146R, E59D, -QEE, 115A, M66T) ¢ outras seis apresentaram um valor de
“p” = 0,07 (14Q 126F V60L, I4E, S23T e 178V), o que levanta a possibilidade de serem
mutagdes também relevantes (Tabela 4). As mutagdes com “p” < 0.05 ou “p” = 0,07
foram encontradas nos alelos do estagio inicial dos pacientes P1, P2, P5, P10 e P11
(Figura 14).

Entre as principais caracteristicas das mutagdes presentes no estagio inicial da
infec¢cdo, encontra-se a presenca da seqiiéncia DQEEL, DQDE e DQDEL a partir do
aminoacido 60, localizada no dominio conservado (figura 14). Um dado de interesse ¢é
que a presenca destes aminodcidos € caracteristica marcante da cepa miotrépica SF162
(Willbold et al., 1997), o que poderia vir a confirmar dados da literatura a respeito da
presenca de cepas predominantemente miotrdpicas no inicio da infec¢@o. Por outro lado,
a coexisténcia das insergdes acima citadas, como a insercdo -L3 e as muta¢des L451,
[46R em cinco de 12 pacientes indicam a presenca de dois principais fenoétipos virais
distintos.

A presenca de trés aminoacidos carregados negativamente inseridos nos motivos
na posi¢do 60 sugere a possibilidade que estas inser¢des possam ter importante influéncia
na modulacdo de CD4 mediada por Vpu, como sugerido em Gomez e colaboradores
(2005). Estes autores ao analisarem a seqiiéncia da proteina Vpu em vdrias cepas de
primatas nao-humanos, observaram que a falta da segunda serina (Ser 56), em algumas
cepas, como SIVcpzANT e SIVcpzTANI presente em chimpanzés, eram compensadas
pela presenga de um motivo com cinco aminoacidos carregados negativamente
(EEDEE). Isto sugere a possibilidade que a inser¢do destes aminodcidos poderiam
conferir alguma vantagem evolutiva aos virus presentes no estadgio inicial da infecc¢ao,
como tornd-los mais modulador da expressio de CD4, entretanto, isto precisa ser
investigado mediante experimentos de expressao da proteina (Gomez et al., 2005) .

Outras alteracdes de interesse sdo as observadas pela inser¢dao —L3 juntamente
com as substitui¢des P3S e [4Q no extremo amino terminal da proteina. Isto vai ao
encontro de estudos realizados com diferentes cepas, onde foi mostrada uma alta
variabilidade na seqiiéncia compreendida entre os aminoacidos M1 e 16 (Sharpe et al.,

2006). Apesar de ndo se encontrar descrito na literatura a importancia dos primeiros
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aminoacidos presentes no extremo amino terminal, nem da ocorréncia de tais mutagdes,
existe a possibilidade, na qual, estas possam a influenciar o processo de oligomerizagdo
da proteina, dada sua proximidade ao dominio de transmembrana, regido essencial a
oligomerizacdo da proteina e formacdo dos canais seletivos de cétions e liberagdo da
progénie viral (Hsu, 2004).

Finalmente, as mutagdes L451 e [46R, encontradas nos alelos iniciais, na primeira
a-hélice e dentro do dominio conservado na ligagdo a proteina B-TrCP, poderiam vir a
afetar a ligacdo da proteina viral a molécula CD4, pois uma mutacgao similar a detectada
em nosso estudo, (I47K), onde um aminoacido apolar ¢ substituido por um polar com
carga positiva mostrou que afetaria a interacdo de ambas as proteinas (Willbold et al.,
1997). O fato de estas mutagdes estarem também localizadas no primeiro dominio
imunodominante pode ter implicagdes em mecanismos de evasdo ao sistema imune nas
primeiras fases da infeccao.

E importante ressaltar a conservagdo de algumas regides e aminoacidos descritos
na literatura como essenciais para as funcdes desta proteina. Entre as regides mais
conservadas encontram-se a regido de “dobradi¢a” entre as duas a-hélices compreendida
entre os aminoacidos Glu50 e a Ser56, regido esta, de vital importancia na ligacdao de
Vpu a proteina celular B-TrCP. Esta regido possui duas serinas, que ao serem fosforiladas
pela caseina cinase Il adquirem carga negativa permitindo a interacdo entre ambas as
proteinas (Hout et al., 2004). Outra regido altamente conservada, ¢ a compreendida entre
o dominio de transmembrana e a primeira a-hélice (EYRK), a excecdo do paciente P10
(EYRK- EYRS no P10) (Mccormick-Davis et al., 2000). Dentre os aminoacidos
altamente conservados neste dominio encontram-se, V9, V13, 120, W22 ¢ 124 (I124L no
P10), sendo que os aminodcidos 120 e W22 foram descritos como importantes na
modulacdo de CD4 (Tiganos et al., 1998).

Em relagdo a cepa linfotropica, NL4.3, escolhida como molde para o alinhamento
das seqiiéncias, os alelos do estagio tardio apresentaram maior homologia em relagao aos
alelos do estagio inicial. Esse achado sugere a presenca predominante de cepas
linfotropicas no estagio tardio da infecgdo, o que se correlaciona com os menores niveis
de linfocitos CD4 " detectados neste estagio e conseqiientemente com o desenvolvimento
da AIDS (Price et al., 1998). Em apoio a essa hipotese, ¢ com base no grafico de
regressao correlacionando a presenca de mutacdes nos diferentes estagios com os niveis

de linfocitos CD4" presentes em cada paciente, foi mostrada uma clara correlacdo entre
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ambos os pardmetros (r = -82, r* = 71% e p< 0,0001). Seguindo esta linha de raciocinio,
a semelhanca destes alelos com uma cepa linfotropica NL4.3, poderia vir a proporcionar
aos virus presentes nesta fase, maior poder infeccioso e maior capacidade na replicacdo,
0s quais sdo necessarios nesta fase, uma vez que o nimero de linfocitos CD4" circulantes
se tornam escassos (Kirchhoff et al.,, 1999; Lama et al., 1999; Carl et al., 2001;
Arganaraz et al., 2003).

E importante salientar que a relevancia fisiologica das mutagdes detectadas nos
alelos de Vpu presentes nos pacientes HIV-1 positivos, s6 podera ser determinada por
testes “in vitro” mediante a expressao desses alelos em linhas de células T, seja a partir
de vetores de expressdo ou de provirus, onde o gene vpu do tipo selvagem NL4.3 serd
substituido pelos alelos presentes nos deferentes estdgios clinicos da infec¢do. Dessa
forma, as principais propriedades funcionais da proteina, como degradacdo da molécula
CD4 e a participagdo na liberagdo viral, poderdo ser avaliadas comparando os alelos

iniciais e tardios em relacdo ao tipo selvagem.

5.2 Analise mutacional do exon 1 de rev.

A seqiliéncia de aminodcidos correspondentes aos alelos do exon 1 do gene rev,
foi obtida apoés tradu¢do da regido 5° do gene rev dos fragmentos amplificados.
Posteriormente e seguindo o modelo das analises de Vpu, as seqiiéncias foram alinhadas
tomando como padrao a seqiiéncia da cepa NL4.3.

A partir das seqiliéncias consenso de cada paciente em cada estagio, foram
encontradas sete mutacdes, sendo seis mutagdes presentes no estagio inicial (SSR, E11D,
I13L, R14K, L18V e L21F), pacientes P1, P4, P5, P10 e P12 (Figura 19 e tabela 5) ¢
apenas uma no estagio tardio (I19T), paciente P7 (Figura 20 e tabela 6). Entretanto
apenas trés mutacdes apresentaram diferencgas estatisticamente significativas, entre os
estagios inicial e tardio da infec¢do, com valor de “p” < 0,05 (I13L, R14K, L21F) e uma
com “p” = 0,07 (S5R), que sugere ser uma mutacao relevante (Tabela7).

As mutagoes [13L, R14K e L18V, estao presentes na regido compreendida entre
os aminoacidos 12 e 20, a que conjuntamente com uma outra presente no exon 2
correspondente aos aminodcidos 52 e 60 sdo de extrema importincia no processo de
multimerizacdo da proteina (Jain e Belasco, 2001). Por outro lado, as mutagdes R14K,

L18V e L21F, se localizaram numa regido imunodominante para reposta de LTc, o que
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sugere, que mutagdes ocorridas nessa regido permitiria ao virus evasdao do sistema
imunitario (Ramakrishnan et al., 2005).

As mutacgdes descritas nesta regido da proteina Rev se assemelham as presentes
na seqiliéncia do tipo selvagem HBX-3, o que pode indicar uma mudanga no fenotipo
viral, mas provavelmente ndo na atividade funcional da mesma, desse modo, os
aminoacidos mutados por substituicdo apresentam as mesmas caracteristicas fisico-
quimicas. Por outro lado, apesar de serem bastante consistentes na populag¢do dos alelos
virais, estas substitui¢des ndo foram correlacionadas a nenhum efeito biologico direto,
corroborando assim, com os dados previamente descritos (Ramakrishnan et al., 2005).

Embora as seqiiéncias dos alelos do exon 1 do gene de rev tenham apresentado
mutagdes, nossos dados, ndo sdo suficientes para que se possa chegar a uma conclusdo a
respeito do possivel papel destas mutagdes na fun¢do da proteina e sua relevancia nos
diferentes estagios clinicos da infec¢do, fazendo-se necessaria também uma anélise da
seqiiéncia do exon 2 do gene de rev.

Ao término das andlises das seqiiéncias dos aminoacidos dos alelos exon 1 do
gene rev e embora esta proteina nao participe diretamente na diminui¢ao da expressao da
molécula de CD4, foi feito um grafico de regressao, igual ao de Vpu, com o intuito de
investigar a existéncia de possivel correlacdo entre as mutagdes detectadas e os niveis de
linfocitos CD4" de cada paciente em cada estagio. Curiosamente, e baseado no grafico de
regressdo igual a Vpu, encontrou-se clara correlagdo entre ambos os parametros, com um
(r=-84, 1" = 68% e p < 0,0001). Isto sugere que esta proteina poderia estar relacionada a
mecanismos envolvidos na progressdao a doenga. Esta hipdtese encontra sustentacdo no
papel crucial desta proteina na regulagdo da expressdo génica viral, permitindo a
exportagdo de transcritos parcialmente ou incompletamente processados, o que ¢ de

importancia vital na fase tardia do ciclo viral (Thomas et al., 1998).

5.3 Analise mutacional da seqiiéncia do peptideo sinal do gene env.

Os primeiros 163 nucleotideos da seqiiéncia do gene env presente na regiao 3’
dos fragmentos amplificados, foram também analisados. Apos a tradugdo e com objetivo
de detectar possiveis mutacdes nesta regido, a correspondente seqiiéncia de aminoacidos
foi alinhada em comparagdo a seqiiéncia da cepa NL4.3.

Apds alinhamento das seqiliéncias consenso, foi possivel detectar sete mutagdes,

sendo seis por insercdo nos alelos presentes no estdgio inicial da infeccdo (-IRKN, -
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IRRNC, - GIKKNC, - IRMSC, —-IRKNC e TLL), paciente P1, P2, PS5 e P10 (Figura 24 ¢
Tabela 8) e apenas uma por substituicao nos alelos do estagio tardio (K16E), paciente 12
(Figura 25 e Tabela 9). Embora essas mutacdes, ndo tenham apresentado diferengas
estatisticamente significativas entre os estagios iniciais e tardios (p > 0,05) (Tabela 10), ¢
possivel observar clara diferenga na freqiiéncia destas mutagdes entre os estagios iniciais
e tardios, j& que as inser¢des citadas anteriormente foram encontradas apenas nos alelos
do estdgio inicial, isso sugere que estas mutacdes podem estar relacionadas a pressdo
seletiva que o virus enfrenta no comeco da infec¢do, frente ao sistema imunitario.

A presenca destas inser¢des pode ter importantes conseqiiéncias bioldgicas no
transporte, processamento e conseqiiente expressdo da gpl20. A presenca de dois
aminodcidos carregados positivamente na seqiiéncia inserida pode retardar ainda mais, o
ja lento processamento desta glicoproteina, como reportado por Li e colaboradores (1994
e 2000). Um peptideo sinal raramente maior, constituido pelos 30 primeiros aminoacidos
da proteina e a presenca de cinco aminoacidos carregados positivamente foram
apontados como os principais fatores responsdveis pela menor velocidade no
processamento e expressao da glicoproteina (Li et al., 1994; Li et al., 2000).

Esses dados nos permitem levantar a hipdtese, que a insercdo desses
aminoacidos nas seqiiéncias dos alelos na fase inicial, pode levar a uma diminui¢do na
expressdo da glicoproteina do envelope viral na superficie das células infectadas. Esta
hipdtese encontra sustentacdo em dois processos bioldgicos de extrema importancia para
a sobrevivéncia do virus no hospedeiro. O primeiro esta relacionado a necessidade do
virus evitar o reconhecimento das células infectadas pelo sistema imunitario,
principalmente na fase inicial da infec¢do, onde a menor expressdo da glicoproteina
gpl20 poder vir a ajudar na evasdo imunoldgica. O segundo estd relacionado ao
empacotamento e liberacdo das particulas virais em macrofagos, principal tipo celular
infectado no comeco da infec¢cdo, o qual acontece nos corpos multivesiculares (MBVs)
localizados no citoplasma, e ndo na superficie celular, como ocorre nos linfocitos T
(Pornillos et al., 2003).

Finalmente ¢ de interesse destacar, que as mutacdes detectadas nas trés regioes
analisadas do genoma viral aconteceram principalmente em alelos dos mesmos pacientes
e no mesmo estagio da infecgdo, paciente P1, P2, P5 e P10 do estdgio inicial. O que
sustentaria nossa hipotese, a respeito da existéncia de mecanismo molecular, responsavel

pela mudancga coordenada do genoma viral em um determinado momento da infecgao.
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Como consideragao final deste estudo, espera-se que as informagdes obtidas a
respeito das mutacdes presentes em alelos dos estdgios inicial e final da infec¢do pelo
HIV-1 nos permitam posteriormente junto com testes funcionais "in vitro”, determinar a
relevancia fisiolégica da proteina Vpu, assim como, das outras regides analisadas, nos

mecanismos patogénicos da AIDS.
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6. Perspectivas

Em base aos dados obtidos neste trabalho a respeito da caracterizagdo das

seqiiéncias de aminoacidos dos alelos vpu, do exon 1 do gene de rev e do peptideo sinal

de Env, presentes nos diferentes estagios clinicos da infec¢ao, propomos como principais

objetivos futuros:

1.

Clonar e expressar os diferentes alelos de vpu em linhas de células T e linfocitos de
sangue periférico, com objetivo de analisar comparativamente a capacidade
modulatéria de CD4 e liberacdo de particulas virais entre os alelos presentes nos
estagios inicial e tardio da infeccao.

Clonar e expressar os diferentes alelos de vpu no provirus NL4.3 com objetivo de
analisar a modulacdo de CD4 e liberagao viral no contexto da infecgao viral.

Clonar e expressar os diferentes alelos do peptideo sinal da proteina Env num sistema
de secrecdo “in vitro” com objetivo de caracterizar a influencia dos diferentes alelos
na expressao de uma proteina “reporter”.

Clonar e sequenciar os alelos do exon 2 do gene de rev presentes nos estagios inicial
e final da infec¢ao pelo HIV-1, como objetivo de detectar a ocorréncia de possiveis

mutacgoes.
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Apéndice la.

Seqiiéncias de nucleotideos de fragmentos amplificados a partir de DNA gendmico
de células de sangue periférico isolados de pacientes no estagio inicial da infec¢ao pelo

HIV-I1.

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATATCAGCGCTTG
TGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGGTG

» Paciente 1 Inicial - clone 1.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGAT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCT
TGTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAAAAAAATTGTGGGCCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCGTTAGTAGTAGCAATAA
TAGTAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGGCAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCGGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATAATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»>  Paciente 1 Inicial — clone 1.7
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGCGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCATGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAGTATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 1 Inicial — clone 1.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAATTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTTGATATATCAGCACTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTACTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCTGGAAGAATTATCAGCGCTTG
TGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGATATTAATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGTGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCTTCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAACGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.16
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGACGAAGAACTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAATT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTTGATATATCAGCACTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTACTCATAGAATATAGGAAAATATCAAGACAAAGAAAAATAGACAGGA
TAATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCTGGAAGAATTATCAGCGCT
TGTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGATATTAATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACCGAAGAGCTCCTCGAGACAGTCAGAGTCATCAAGTT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAAT
AATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGA
TAATTGATAGAGTAAGAGAAGGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGC
TTGTGGAAATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCAACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATATCAGCGCTTG
TGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGGTG
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»  Paciente 1 Inicial - clone 1.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGAT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCT
TGTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAAAAAAATTGTGGGCCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCGTTAGTAGTAGCAATA
ATAGTAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGGCAGGAT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCGGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCT
TGTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATAATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Inicial — clone 1.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGTGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGCGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAATAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGGAAAATAGACAGATT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAGGGAGATCAGGAGGAATTGTCAGCACT
TGTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTAGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCGGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
ACTATCAAAGTAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAACAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAGGGATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.17
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAATAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAGGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTGGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTGCCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 2 Inicial — clone 4.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAATAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGGAAAATAGACAGATTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAGGGAGATCAGGAGGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTAGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCGGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
ACTATCAAAGTAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAACAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAGGGATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAATAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAGGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTGGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTGCCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Inicial — clone 4.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATAATAACAATAGTAGCATTTGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGGAAAATAGACAGATTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAGGGAGATCAGGAGGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTAGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCGGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone7.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial - clone 7.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 3 Inicial — clone 7.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone 7.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone 7.10
TTAGGCATTCTCCTATGGCAGGAAGAAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACCAGTCCAGACTCCACCCAAGCT
TTCTATATCCAAGCAGTTAGTAGTACC TCAATGCCAACCTATAATAGTAGCAATTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAAT
AATAGCAATAGTTGTGTGGTCCCATAGTNATCATAGGATATAGGGAAATATTAAGACAAAGGAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAA
ATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCT
GTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone 7.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone7.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial - clone 7.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG



110

»  Paciente 3 Inicial — clone 7.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Inicial — clone 7.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATNATTAGTAGCCATTAGTTGCCATTAGTAGTAGCAATA
ACAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATG
GGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.7
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACCAGTCAGACTCATCAAGCT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATG
GGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACCAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGGTGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGCGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 4 Inicial — clone 15.16
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACCAGTCAGACTCATCAAGCT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATG
GGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACCAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGGTGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGCGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Inicial — clone 15.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAGAACAGTGAGGCTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAATCCTTACAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCA
ATAATAGCAATAATTGTTTGGTCCATAGTACCTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGAT
GGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTC
TATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 5 Inicial — clone 18.3
TTAGGCATCTCCTTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGACAGTGAGGCTCATCAAGCTT
CTGTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCA
ATAGTAGCAATAATTGTTCGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGCGGCAATGAGAGTGAGGGGGATCAAGAAGAATTATCAGCACT
TGTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAA
AAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTGAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGTAATAATTGTTTGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAA
AATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAGAACAGTGAGGCTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAATCCTTACAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCA
ATAATAGCAATAATTGTTTGGTCCATAGTACCTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGAT
GGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTC
TATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.21
TTAGGCATCTCCTTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGACAGTGAGGCTCATCAAGCTT
CTGTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCA
ATAGTAGCAATAATTGTTCGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGCGGCAATGAGAGTGAGGGGGATCAAGAAGAATTATCAGCACT
TGTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAA
AAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTGAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGTAATAATTGTTTGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAA
AATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Inicial — clone 18.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTGAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGTAATAATTGTTTGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAA
AATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 6 Inicial — clone 21.A
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.B
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGGAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTGAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAG
CAATAGTTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGA
TAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGT
GGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGACCTCCTCAAGACAGTGAGGCTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAATCCTTAGAGATATTTGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCA
ATAATAGCAATAATTGTTTGGTCCATAGTACTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAAGAAAATAGATAGGTT
AATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAGGGGGATCAAGAAGAATTATCAGCACT
TGTGGAGACGGGGCACCTTGCTGTGGAGATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAA
AAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 6 Inicial — clone 21.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.29
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTATATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGGAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTGAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Inicial — clone 21.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAG
CAATAGTTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGA
TAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGT
GGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 7 Inicial — clone 24.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATTAGTAGCCATTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATTCCACCTAATATTATTANCATTAGTACCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGGCAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGCCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.7
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATCCACCTAATATTGTTACCATTATNACCATTATTAGTAGCAATAATAA
TAGCGATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGAAGTATCAGCACGTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATGCCACCTATTATTATAACCATTAAACCATTATTAGTACCAATAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCCAAGCAGTAAGTAGTACATGTTA CAACCCTATAATAGTAGCTATTAGTAGCATTTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATG
GGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 7 Inicial — clone 24.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGNCAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTA
TCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATAGCAATA
GTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATA
GAAAGAGCAGGAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCA
TGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGA
AGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTA
TCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAATAATAGCA
ATAGTTGTGTGGACCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGAATA
AGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGACCAGGAAGAATTATCAGCGGTTGTGGAGATGGGGCACC
ATGCTCCTTGGGATGTTGATGATTTGTAGTGCGACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGG
AAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATTAGTAGCCATTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATTCCACCTAATATTATTANCATTAGTACCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGGCAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGCCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATCCACCTAATATTGTTACCATTATNACCATTATTAGTAGCAATAATAA
TAGCGATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGAAGTATCAGCACGTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 7 Inicial — clone 24.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TTATGCCACCTATTATTATAACCATTAAACCATTATTAGTACCAATAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Inicial — clone 24.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCCAAGCAGTAAGTAGTACATGTTA CAACCCTATAATAGTAGCTATTAGTAGCATTTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTT
AATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATG
GGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.2.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGAACGGAAGAGCTTCATCAGAACCAGTCAGACTTCACC
CAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAG
CAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGAC
AGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGG
AGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCAC
AGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.1.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCAATCAAGCT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAAT
AATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGCGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATGGTAATCACAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 8 Inicial — clone 29.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGCGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGGGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATGGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGACAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGGTCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTCTA
TCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATAGCAATA
GTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATA
GAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCA
TGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGA
AGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTGTCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATACTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGAACGGAAGAGCTTCATCAGAACCAGTCAGACTTCACC
CAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAG
CAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGAC
AGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGG
AGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCAC
AGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 8 Inicial — clone 29.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCAATCAAGCT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAAT
AATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGCGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATGGTAATCACAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Inicial — clone 29.29
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGACGAAGAGCTTCATCAGGACCAGTCAGACTTCATCAA
GCTTTTTTTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAAT
AATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGG
TTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGA
TGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGT
CTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCCGGAGACCAGCGACGAAGAGCTCAATCAGGACCAGTCCAGACTCATCC
AAGCTTTTTTTATCAAAGCCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAG
CAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGAC
AGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGG
AGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAGTTGTGGGTCAC
AGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACCAGTCAGACTCATCAAGCT
TTTTTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGCAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAAT
AATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»>  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.7
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGGAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGCAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCGATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCCTGGGGATATTGGATGGATCTGGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGGTCACAG
TCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.2.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGGATGGATCTGGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTC
TATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 9 Inicial — clone 32.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACCAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGACGAAGAGCTTCATCAGGACCAGTCAGACTTCATCAA
GCTTTTTTTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAAT
AATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGG
TTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGA
TGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGT
CTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCCGGAGACCAGCGACGAAGAGCTCAATCAGGACCAGTCCAGACTCATCC
AAGCTTTTTTTATCAAAGCCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAG
CAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGAC
AGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGG
AGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAGTTGTGGGTCAC
AGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACCAGTCAGACTCATCAAGCT
TTTTTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGCAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAAT
AATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGG
GGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Inicial — clone 32.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGGAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGCAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATGCATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCATAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATTA
ATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACTTG
TTCCTTTGGATGTTGTTGATCCGTAGTGCTGCAGAANAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAG
GAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 10 Inicial — clone 35.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAGGAAAATAGACAGATTA
ATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGCTCAGGATGAGTTGTCAGCACTTG
TTCCTTTGGATGTTGTTAATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAG
GAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAACTATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGGGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACTT
GTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGCTGTCAGCACT
TGTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACTT
GTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGCTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGCACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACGAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACC
TGTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGCAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATTAATT
GACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACTTGTTC
CTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAA
GCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 10 Inicial — clone 35.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGAATCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTGATATCAGCAATAGTAGCTCTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGCTGTGTGGACCTTAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGAAAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACTGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAAGATGATTTGGCAGCACTT
GTTCCTTGGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAACAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAGGAAAATAGACAGATTA
ATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGCTCAGGATGAGTTGTCAGCACTTG
TTCCTTTGGATGTTGTTAATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAG
GAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Inicial — clone 35.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAACTATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGGGTGAAGGAGATCAGGATGAGTTGTCAGCACTT
GTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.2 (faltou AT)
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAACAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAGATAGTAGCAGTAGTAGCATTAGTAGTAGGAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTATTCATAGAATATAAGAAAATATTAAGACAAAAAAAATAGACAGGTTAA
TTGATAGAATAATAGAAAGAGCGGAAGATAGTGGCAGTGAAAGCGAAGGAGACCAGGAAGAATTATCAGCACTTGT
GGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAAT
AGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGG
TGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTNCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAACAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAGATAGTAGCAGTAGTAGCATTAGTAGTAGGAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTATTCATAGAATATAAGAAAATATTAAGACAAAAAAAAATAGACAGGCTA
ATTGATAGAATAATAGAAAGAGCAGAAGATAGTGGCAATGAAAGCGAAGGAGACCAGGAAGAATTATCAGCACTTG
TGGAGATGAGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGCTGCAGAACAACTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGGGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTGGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATGGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Inicial — clone 38.2.1 (faltou AT)
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAACAGCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAGATAGTAGCAGTAGTAGCATTAGTAGTAGGAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTATTCATAGAATATAAGAAAATATTAAGACAAAAAAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAATAGAAAGAGCAGAAGATAGTGGCAGTGAAAGCGAAGGAGACCAGGAAGAATTATCAGCACTTG
TGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATGTTGATGATCTGTAGTGTTGCAGAACAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 12 Inicial — clone 41.46
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAGAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCGGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGAATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCGTAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATTAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 12 Inicial — clone 41.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAAGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAGGGAGAAGTATTAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAGAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCGGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Inicial — clone 41.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGAATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

Apéndice la: Seqiiéncia de nucleotideos amplificados. A cor verde representa o “primer forward” ¢ o ATG na cor verde

representa o inicio do exon-1 da proteina Rev. A cor em preto apds o , em azul claro representa o inicio da proteina Vpu e a

ATG, na cor azul escuro representa uma pequena por¢do da proteina Env.
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Apéndice 1b.

Seqiiéncias de nucleotideos de fragmentos amplificados a partir de DNA
genomico de células de sangue periférico isolados de pacientes no estdgio inicial da

infeccao pelo HIV-1.

»>  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAATCTATTA
TGGGGTACCTGCGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATACTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAAT
AGCAATAGTTGTGTGGTCCAAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAGGAGCTGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGT
GGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTTACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio - clone 3.1.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CGACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTCGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCCTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»>  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAGACTC
ATCAAGCTTCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTAC TAATGCAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTA
GCAATAATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCAAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGA
CAGGTTAATTGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTG
GAGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCA
CAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 1 Tardio — clone 3.2.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGG
TGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAATATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.1.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTTAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTAGCAATGAGAGTGTAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.2.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAAACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.2.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGCGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGGTATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGCACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio — clone 3.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAATCTATTA
TGGGGTACCTGCGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 1 Tardio — clone 3.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio I — clone 3.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATACTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAAT
AGCAATAGTTGTGTGGTCCAAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAGGAGCTGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGT
GGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTTACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 1 Tardio - clone 3.28
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CGACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTCGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCCTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAGTATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCGGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG



130

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTGGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGCA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGCA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
NTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAGTAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTCGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 2 Tardio — clone 6.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAGTATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCGGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 2 Tardio — clone 6.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTGGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio - clone 9.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTGAGATTCATCAAGTTCC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTGCATGTA CTGCCTTTAAATATATTAGTAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGTAAT
ACTAGCAATAGTTGTGTGGTCTATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAGAATAGACAGGTTAA
TTGATAGAATAACAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAGGAAGAATTGTCAGCACTGGT
GGAAATGGGGGACCATGCTCCTTTGGTTATTAATGGTATGTAGTGCTGCAGAAAATTTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 3 Tardio — clone 9.14
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATGGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCCGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.13
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTGAGATTCATCAAGTTCC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTGCATGTA CTGCCTTTAAATATATTAGTAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGTAAT
ACTAGCAATAGTTGTGTGGTCTATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAGAATAGACAGGTTAA
TTGATAGAATAACAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAGGAAGAATTGTCAGCACTGGT
GGAAATGGGGGACCATGCTCCTTTGGTTATTAATGGTATGTAGTGCTGCAGAAAATTTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 3 Tardio — clone 9.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTAGATTCATCAAGTTCCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTGCATGTA CTGCCTTTAAATATATTAGTAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGTAAT
ACTAGCAATAGTTGTGTGGTCTATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAGAATAGACAGGTTAA
TTGATAGAATAACAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAGGAAGAATTGTCAGCACTGGT
GGAAATGGGGGACCATGCTCCTTTGGTTATTAATGGTATGTAGTGCTGCAGAAAATTTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 4 Tardio — clone 17.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAGAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGCGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Tardio — clone 17.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Tardio — clone 17.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Tardio — clone 17.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAAAACAGTCAGACTCATCAAGCCT
CTCTATCAAAGCAATAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Tardio — clone 17.40
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAGGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAGATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 4 Tardio — clone 17.43
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATGGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 5 Tardio — clone 20.C
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.F
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCACAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.H
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTAGAAATATTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTTTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAATGGAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCACAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTAGAAATATTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTTTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAATGGAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 5 Tardio — clone 20. 23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCACAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAAATTGTGGGTCACAGTCT
ATTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 5 Tardio — clone 20.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGATCTCCTCAAGACAGTCAGACTCATCAAGCTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTAGAAATATTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTTTGGTCCATAGTATTCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAATGGAAAATAGACAGGTTA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGGGATCAAGAAGAATTGTCAGCACTT
GTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAATAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACGGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCGCCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 6 Tardio — clone 23.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACCCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23. 16
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAATAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACGGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 6 Tardio — clone 23.26
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCGCCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 6 Tardio — clone 23.29
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACCCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.2
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAATTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAATTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 7 Tardio — clone 26.11
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGGTGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAAAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGTGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGGTGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAATTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACTACAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAA
TAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATT
GATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 7 Tardio — clone 26.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAATTATCAGCACTTGTGGAGATGGGG
GTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTA
TGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 8 Tardio — clone 31.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGCACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTT
TATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATA
GCAATAGTTGTGTGNTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGA
TAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGT
GGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGGTATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATG
GGGTGCCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Tardio — clone 31.7
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCACCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCNACAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Tardio — clone 31.11
TTAGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAAT
AGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGG
TGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Tardio — clone 31.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGCACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTTTATC
AAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATAGCAATAGT
TGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATAGA
AAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATG
CTCCTTGGGGTATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTGCCTGTGTGGAAGGAAG
CAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Tardio — clone 31.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCACCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCNACAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 8 Tardio — clone 31.25
TTAGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTTCT
CTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAAT
AGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTG
ATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGG
TGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTAT
GGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 8 Tardio — clone 31.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGCACAGTCAGACTCATCAAGCTTCTTTATC
AAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATAATAGCAATAGT
TGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAATTGATAGACTAATAGA
AAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGGGGTGGAAATGGGGCACCATG
CTCCTTGGGGTATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTGCCTGTGTGGAAGGAAG
CAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 early — clone 32.15
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACCAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGTGACGAAGAGCTCCTCAAGACAGTCAGAGTCTTCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTACAAATATTAGCACCAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTATTTATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGATA
ATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGAAGAATTATCAGCGCTT
GTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGACATTAATGATCTGTAGTGCTGCAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACCAGCGACGAAGAACTCCTCAANACAGTCAGAGTCATCAAATT
TCTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAATCTTTTGATATATCAGCACTAGTAGCATTAGTAGTAGCAATA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTACTCATAGAATATAGGAAAATATCAAGACAAAGAAAAATAGACAGGA
TAATTGATAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCTGGAAGAATTATCAGCGCT
TGTGGAGATGGGGCACCATCCTCCTGGGGATATTAATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTGGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGCA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 9 Tardio — clone 34.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 9 Tardio — clone 34.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCCGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGTAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCCTAGTAGGCATAGAATATAGCAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAGCTGTCAGCACT
TGTTCCTTTGGATGTTGTTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGCCAGACTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAAAT
TAATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCAC
TTATTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGG
AAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCACT
TATTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGCGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 10 Tardio — clone 37.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGGTGAATTGTCAGCACC
TGTTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.17
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCACT
TATTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.18
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTTACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAATTGTCAGCACTT
GTTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGCGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.19
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAATTGTCAGCACTT
GTTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATTGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGATCAGGATGAATTGTCAGCACTT
GTTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGAA
GGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.23
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTAGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCACT
TATTCCTTGAGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 10 Tardio — clone 37.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGCCAGACTCATCAAGTTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCA
ATAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAAAT
TAATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCAC
TTATTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGTGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGG
AAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 10 Tardio — clone 37.24
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGAGGAGACAGCGACGAAGAACTCCTCACGACAGTCAGACTCATCAAGTTTC
TCTATCAAAGCAGTAAGTAATACATGTA CAACCTTTAGAAATATCAGCAATAGTAGCACTAGTAGTAGTAGCAA
TAATAGCAATAGTTGTGTGGACCATAGTAGGCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGATT
AATTGACAGAATAAGAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGCGAAGGAGATCAGGAAGAATTGTCAGCACT
TATTCCTTGGGATGTTGCTGATCTGTAGTGCTGCAGAAGAGTTGCGGGTCACAGTCTATTATGGGGTACCTGTGTGGA
AGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCTATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.5
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCGAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCGATGAGAGTGAAGGAGGAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.6
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCGGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.7 (faltou TG)
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAACGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCATCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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> Paciente 11 Tardio — clone 40.8
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAGGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGAG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.10
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCATTAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGGAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.3
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTACCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCACAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.12
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.20
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCTATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 11 Tardio — clone 40.21
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCGAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCGATGAGAGTGAAGGAGGAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 11 Tardio — clone 40.22
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCGGACTCACCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAGATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.1.1
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATGGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGGAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.4
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTCGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGGAATGGGGCACCATGCTCCTCGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.2.9
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGCGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.47
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG
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»  Paciente 12 Tardio — clone 43.48
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTA
TTATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.28
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATGGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGGAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.27
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTCGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGTGGAGATGGG
GGTGGGAATGGGGCACCATGCTCCTCGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTAT
TATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

»  Paciente 12 Tardio — clone 43.25
TTAGGCATCTCCTATGGCAGGAAGAAGCGGAGACAGCGACGAAGAGCTCATCAGAACAGTCAGACTCATCAAGCTT
CTCTATCAAAGCAGTAAGTAGTACATGTA CAACCTATAATAGTAGCAATAGTAGCATTAGTAGTAGCAATAATA
ATAGCAATAGTTGTGTGGTCCATAGTAATCATAGAATATAGGAAAATATTAAGACAAAGAAAAATAGACAGGTTAAT
TGATAGACTAATAGAAAGAGCAGAAGACAGTGGCAATGAGAGTGAAGGAGAAGTATCAGCACTTGCGGAGATGGG
GGTGGAAATGGGGCACCATGCTCCTTGGGATATTGATGATCTGTAGTGCTACAGAAAAATTGTGGGTCACAGTCTATT
ATGGGGTACCTGTGTGGAAGGAAGCAACCACCACTCTATTTTGTG

Apéndice 1b: Seqiiéncia de nucleotideos amplificados. A cor verde representa o “primer forward” ¢ o ATG na cor verde
representa o inicio do exon-1 da proteina Rev. A cor em preto apds o , em azul claro representa o inicio da proteina Vpu e a

ATG, na cor azul escuro representa uma pequena por¢ao da proteina Env.



