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DINIZ, J.A. Variabilidade das regioes codificantes das proteinas p26 e gp90
do virus da Anemia Infecciosa Equina circulante no Pantanal brasileiro.
Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Resumo

A anemia infecciosa equina (AIE) € uma doencga de notificagao obrigatéria pela OIE
(Organizagdo Mundial de Saude Animal) causada por um retrovirus de distribuicao
mundial que atinge os equideos. No Brasil, a regido do Pantanal apresenta elevadas
taxas de prevaléncia da doenca. Os testes oficiais exigidos no diagnéstico sao IDGA
(Imunodifusdo em Gel de Agar) e o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),
sendo as proteinas p26 e gp90 os principais antigenos utilizados, respectivamente.
Testes moleculares como Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) e PCR em tempo
real (QPCR) também tém sido utilizados e estudos comparando-os com os oficiais
apresentam resultados discordantes. E aventada a hipétese de que isso é decorrente
da variabilidade genética que pode tanto reduzir a capacidade de reconhecimento dos
antigenos nos testes soroldgicos como dos primers nos testes moleculares. Assim este
trabalho tem como objetivo a analise das sequéncias codificadoras dos antigenos p26
e gp90 do virus da AIE provenientes de equinos do Pantanal brasileiro. Dentre as
analises realizadas, a p26 do gene gag, € uma proteina mais conservada do que a gp90
do gene env. A técnica de clonagem corrobora para essa afirmagéao, ja que os clones
obtidos da gp90 apresentaram regides com insercdo, delecdo e gaps. A sequéncia
POCONE-BRAO02 utilizada em comparagdo com as sequéncias obtidas, exibiu maior
identidade de nucleotideo com as mesmas, do que com a sequéncia POCONE-BRAO1.
As frequéncias dos aminoacidos nos epitopos foram mais similares a sequéncia
POCONE-BRAOQO2. Essas informagdes sido importantes para o aprimoramento do
diagnéstico e devem ser aplicadas ndo somente para o virus da AIE, mas também em

outros lentivirus.

Palavras-chaves: Virus da Anemia Infecciosa Equina, Lentivirus, proteinas p26

e gp90, variabilidade genética.



DINIZ, J.A. Variability of the coding regions of the p26 and gp90 proteins of
the equine infectious anemia virus circulating in the Brazilian Pantanal.
Botucatu, 2022. 170p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

Abstract

Equine infectious anemia (EIA) is a disease that must be notified by the OIE (World
Organization for Animal Health) caused by a retrovirus of worldwide distribution that
affects horses. In Brazil, the Pantanal region has high rates of disease prevalence.
Official tests applied in diagnosis are the IDGA (Agar Gel Immunodiffusion) and the
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) with the p26 and gp90 proteins being the
main antigens used respectively. Molecular tests such as PCR (Polymerase Chain
Reaction) and gPCR (real-time PCR) are also applied and studies comparing them with
officers are showing conflicting results. Thus, hypothesis is raised that this is due to
genetic variability that can both reduce the ability to recognize antigens in serological
tests and primers in molecular tests. This work aims to analyze coding sequences of p26
and gp90 antigens of AIE virus from Brazilian Pantanal. Among analyzes performed, p26
of gag gene is a protein that is more conserved than gp90 of env gene. Cloning technique
corroborates this statement, since clones obtained from gp90 presented regions with
insertion, deletion and gaps. POCONE-BRAO2 sequence used in comparison with
obtained sequences, exhibited greater nucleotide identity with than with the POCONE-
BRAO1 sequence. Amino acid frequencies in epitopes were more similar to sequence
POCONE-BRAOQ2. This information is important for diagnostic improvement and should

be applied not only to EIA virus, but also to others lentivirus.

Keywords: Equine Infectious Anemia Virus, Lentivirus, p26 and gp90
proteins, genetic variability.
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1 INTRODUGAO

A Anemia Infecciosa Equina (AIE) € uma enfermidade infectocontagiosa,
que acomete cavalos, asininos e muares, causada por um virus RNA envelopado
pertencente a familia Retroviridae, e ao género Lentivirus (ICTV, 2021). Como
em todos os retrovirus, a enzima transcriptase reversa é capaz de transcrever o
RNA viral em DNA e, posteriormente, por atividade da integrase, o material
genético se integra ao DNA cromossomico da célula infectada (MURPHY, 1999;
QUINN, 2005). Este fato contribui para o sucesso na disseminagao e
manutencao do virus, visto que os animais permanecem infectados pelo resto
da vida.

A Organizagado Mundial de Saude Animal (OIE, 2022) preconiza notificagéo
obrigatéria de equideos acometidos por AIE. No Brasil, em 1981 foi implantado
um programa sanitario pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) intitulado de Programa Nacional de Sanidade de Equideos (PNSE), o
qual tem por objetivo o controle das doengas que acometem a populagéo
equidea, incluindo a AIE (MAPA, 2017).

No Pantanal, os animais reagentes aos testes oficiais ndo séo eliminados,
pois a regido € considerada “area de alto risco”. Assim, esses animais portadores
do virus sdo isolados em regime vitalicio, como uma das medidas previstas na
Instrugcdo Normativa 45/2004.

O Programa de Controle e Prevencdo da AIE no Pantanal Sul-mato-
grossense (CAIEPAN), elaborado pela Embrapa Pantanal em parceria com a
Comisséo Estadual para o controle da AIE no Estado do Mato Grosso do Sul
(CECAIE-MS), recomenda a realizagao do diagnostico de todos os equideos da
propriedade, posteriormente segregagao dos animais negativos em piquetes a
uma distancia de 200 metros, com a finalidade de impedir a transmissao
mecéanica pelos insetos hematéfagos. Os animais negativos devem ser
retestados a cada trés a quatro meses. No caso de resultado positivo, o animal
deve ser reconduzido para o rebanho de positivos. Os animais submetidos aos
testes de diagndsticos, com dois resultados negativos consecutivos, devem ser
monitorados a cada seis meses (SILVA et al., 2004).

Silva; Abreu; Barros (2001) verificaram que apos adesdo destas medidas

houve redugdo da prevaléncia média da AIE em uma propriedade assistida,
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porém Abreu et al. (2004), relataram que somente 15% das propriedades
aderiram de fato as medidas preconizadas.

A transmisséo iatrogénica do virus € uma das formas mais relevante que
contribui para a manutencdo deste agente. Apesar das orientagbes quanto a
disseminacgao do virus entre os animais pela utilizacdo de material contaminado,
principalmente agulhas, € comum a reutilizagdo desses materiais a fim de
otimizar o trabalho (ISSEL E FOIL, 2015). Comparada com a intervengao
humana, de acordo com estudos, a probabilidade de transmissao do virus pelos
artrépodes ¢é insignificante (BORGES et al., 2013; VILAMIU et al. 2013; ISSEL E
FOIL, 2015).

Os virus de RNA possuem elevada taxa de erro na replicacdo, o que
contribui para o surgimento de mutagdes, ao redor de 10 mutagdes por base
de replicagao (TROMAS; ELENA, 2010).

O virus da AIE é um retrovirus, portanto, o material genético € de RNA, a
replicacao é realizada pela transcriptase reversa, que € uma enzima com baixa
atividade de correcdo (proofreading), como outras RNA polimerases RNA
dependentes dos virus RNA. No caso de retrovirus, cada virion € composto por
duas fitas de ssRNA e os eventos de recombinagdo podem ser frequentes
(LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004; SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011).
Esse fenbmeno pode ocorrer durante a replicagédo do virus e pela passagem em
varios hospedeiros (DOMINGO et al., 1996; ISSEL et al., 2014).

A capacidade de mutacdo do virus da AIE e, consequentemente, a alta
variabilidade dificulta a caracterizagdo do patdégeno. Este fato explica a escassez
de sequéncias de genoma completo no banco de sequéncias GenBank The
National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). Outro

problema decorrente da variabilidade do virus esta relacionado ao diagndstico,
pois estudos com métodos moleculares tém apresentado valores de
sensibilidade mais elevados do que os testes soroldgicos oficiais (LANGEMEIER
etal., 1996; CULLINANE et al., 2007; ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al., 2013;
RICOTTI et al., 2016; ROMO-SAENZ et al., 2021). As mutacdes podem ocorrer
nos genes codificantes das proteinas p26 e gp90, que s&o utilizados no
sorodiagnostico. Dessa forma, estudos direcionados ao esclarecimento da
variabilidade das regi6es codificantes dessas proteinas podem contribuir para o

desenvolvimento e/ou aprimoramento das técnicas diagndsticas.
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2 REVISAO DE LITERATURA DA AIE

2.1 HISTORICO

A AIE é uma doenca infecciosa conhecida como Febre dos Pantanos,
Malaria Equina, AIDS do cavalo, Mal do Cochilo ou Cochildo. O primeiro relato
ocorreu na Franca, em 1843, mas somente em 1904, Vallée e Carré identificaram
o0 agente etioldgico (LIGNE, 1843).

O primeiro relato da doenca no Brasil ocorreu em 1968, em equinos da raca
Puro Sangue Inglés (PSI) (DUPONT et al., 1968). No mesmo ano, a doencga foi
relatada por Guerreiro e colaboradores (1968) em um animal da cavalaria da
Policia Militar no Rio de Janeiro, e Silva et al. (1968) descreveram a doenga em
animais do Clube Hipico Fluminense.

Estudos indicam que a introdugao do agente no Pantanal ocorreu em 1970,
0 que resultou na disseminagdo do virus e elevada taxa de morbidade dos
animais (SILVA; ABREU; BARROS, 2001).

2.2 ETIOLOGIA

O virus da anemia infecciosa equina € o agente causador da AIE em
equideos. Pertence a familia Retroviridae, subfamilia Orthoretrovirinae, género
Lentivirus (ICTV, 2021). Outros nove virus de importancia veterinaria e humana
pertencem ao mesmo género e apresentam algumas similaridades com o virus
da AIE, como o Virus da Artrite-Encefalite Caprina, Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), Virus da Imunodeficiéncia Felina (FIV), Virus da Imunodeficiéncia
Simia e Virus Maedi-Visna (ICTV, 2021).



18
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FIGURA 1 - Representagao do virion da Anemia Infecciosa Equina e suas principais estruturas.
Fonte: (ISSEL E FOIL, 2015).

Legenda: Proteinas:p26: Proteina do Capsideo — Core-CA,; p15 Matriz — MA; p11 nucleocapsideo
—NC; gp90: glicoproteina de superficie — SU; gp45: glicoproteinas transmembrana — TM
Enzimas: Transcriptase reversa — RT; Integrase — IN; Protease - PR

O virion do virus da AIE (Figura 1) exibe dimensées de 80-100 nm de
diametro e o envelope é derivado da membrana plasmatica de células do
hospedeiro (MURPHY et al., 1999). O genoma do virus é composto de duas
moléculas de RNA fita simples com 8,2 kb cada, é formado por trés genes
estruturais principais denominados de: gag, pol e env (COOK et al., 2009). O
gene gag codifica as proteinas p26 do capsideo, p15 da matriz, p11 e p9 do
nucleocapsideo, que sao originadas a partir da clivagem da poliproteina
precursora Pr55gag. O ciclo de replicagdo do virus depende da montagem
destas proteinas. O gene pol codifica a transcriptase reversa, a integrase e a
protease e possui fungéo de sintese de DNA, integragdo ao genoma e maturagéo
viral respectivamente (STEPHENS; CASEY; RICE, 1886; HUSSAIN, et al.,
1988). O gene env codifica as glicoproteinas transmembrana gp45, e de
superficie gp90, as quais sao determinantes para entrada do virus na célula
hospedeira (TIMONEY et al.,, 1988). O virus apresenta também genes
acessorios: tat, rev e S2, que codificam proteinas regulatérias. A regido
codificadora do genoma integrado ¢é flanqueada por duas sequéncias

denominadas LTR (long terminal repeats) que tém como fungao principal o
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controle da expressao génica na célula infectada (COOK, et al., 2013; ISSEL, et
al., 2014).

2.3 CICLO DE REPLICAGAO VIRAL

O ciclo viral (Figura 2) tem inicio pela interacdo da glicoproteina de
superficie do virus com receptores especificos nas células alvo, como os
macrofagos/mondcitos e também a proteina ELR-1 (Equine Lentivirus receptor-
7). A fusdo da membrana do virus e liberagdo do nucleo capsideo para o
citoplasma ocorre a partir de eventos endossomais. No envelope a subunidade
SU é relevante no contato com o receptor, e a subunidade TM é importante na
fusdo com a membrana celular (SELLON et al., 1994; SELLON et al., 1996;
ZHANG et al., 2005; GOFF, 2007).

Apds adentrar na célula hospedeira, o virus sofre desnudacado de forma
parcial, o RNA viral & copiado pela transcriptase reversa viral, e originara uma
fita dupla de DNA do genoma viral. Em seguida, o DNA viral & exportado para o
nucleo e por meio da integrasse sera integrado ao DNA do hospedeiro, sendo
denominado DNA proviral. Essa integracao ocorre pelas por¢des terminais dos
LTRs (DESROSIERS, 2007; RAVAZOLLO E COSTA, 2007; SAXENA E CHITTI,
2016).

Posteriormente, a célula hospedeira iniciara a transcricdo do provirus, a
qual sera regulada pela proteina tat. Assim com a ajuda da proteina rev ocorrera
a sintese dos RNAs mensageiros virais. As proteinas do capsideo serao
estruturadas e agrupadas em uma forma imatura. O envelope sera formado
durante a maturacao através da membrana plasmatica de células do hospedeiro.
Consequentemente, o virus passara pelo processo de brotamento por meio da
proteina precursora gag; e maturagao. Em seguida ocorrera a liberagéo de novas
particulas virais, as quais estarédo prontas para infectar células-alvo (SELLON et
al., 1994; SELLON et al., 1996; DESROSIERS, 2007; SAXENA & CHITTI, 2016).
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FIGURA 2 - Representagdo esquematica da replicagao do virus da Anemia Infecciosa Equina.

Fonte: Adaptado de LEROUX; CADORE; MONTELARO (2004).

2.4 VIRUS X HOSPEDEIRO

Os lentivirus possuem algumas particularidades que colaboram para a
persisténcia do virus no hospedeiro. Como a capacidade do DNA proviral se
integrar no genoma celular, permitindo que o virus escape dos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Além disso, utilizam as células do sistema imunoldgico
para se replicarem, as quais sao utilizadas para eliminar as células infectadas,
dessa forma o hospedeiro ndo consegue combater e eliminar o virus (NARAYAN
etal. 1997, CALLADO et al. 1999). E ainda, possuem elevadas taxas de mutagao
ao longo do processo de replicagao, por falhas na transcriptase reversa, levando
a diversidade genética e consequentemente propiciando o escape do sistema
imunologico do hospedeiro (CHEEVERS et al. 1993).

Estima-se que os erros que acontecem a cada ciclo de transcrigao reversa
resultem na adi¢gdo de uma ou mais mutagdes no genoma viral, gerando aumento

na variabilidade genética. A organizacdo do genoma dos retrovirus também
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permite a recombinagao genética, uma vez que apresenta duas copias de RNA
viral, as quais podem propiciar mutacdes pontuais ou coinfeccdo celular
(SIMON-LORIERE; HOLMES, 2011).

2.4.1 Variagao antigénica

Altas taxas de mutacdo séo observadas no virus da AlIE devido aos erros
gerados pela transcriptase reversa. Apesar dos erros, grande parte das
mutacoes sao deletérias para os virus, como ocorre para todos os virus RNA, no
entanto, as principais carateristicas virais permanecem, como genéticas,
patologicas e morfologicas. Dessa maneira, surgiu o conceito de quasispecies,
definido como um conjunto de variantes genéticas semelhantes originadas por
erros na replicacédo (EIGEN; SCHUSTER, 1977; EIGEN, 1993; DOMINGO et al.,
1996; ISSEL et al., 2014).

Na AIE, o surgimento das quasispecies esta associado aos novos casos
clinicos da doenga, ao longo dos episodios febris (KIM; CASEY, 1992;
LICHTENSTEIN et al., 1996; LEROUX et al., 1997; HOWE et al., 2002; LEROUX;
CADORE; MONTELARO, 2004).

A persisténcia do virus é também determinada pelas variantes gendmicas.
Isso possibilita que o agente escape da resposta imune do hospedeiro,
provocando aumento na intensidade dos sinais clinicos (KONO et al., 1973;
MONTELARO et al.,, 1984). Variantes antigénicas podem ser alteradas no
intervalo de duas semanas e aparecem a cada ciclo da doenga no hospedeiro
(PAYNE et al., 1987). No contexto das quasispecies, além das mutagbdes que
levam a variabilidade genética, ha também outros eventos, como recombinag&o
ou duplicacao de genes (COOK, 2020; LIU et al., 2019).

O estudo das quasispecies possibilita identificar se as regides de mutagdes
colaboram para a atenuagdo do virus, fato que pode ocorrer pela pressao
seletiva, assim pode haver perdas evolutivas como mudangas na viruléncia, e o
virus pode apresentar insergdes e delegdes (LIU et al., 2019).

O surgimento das quasispecies dificulta o desenvolvimento de
medicamentos antivirais e vacinas, os quais sdo importantes para o controle da
transmissao viral, principalmente para os virus do género Lentivirus, no qual esta

inserido o virus do HIV (ISSEL et al., 2014). Estudos estdo sendo realizados para
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entender a dindmica desse fendbmeno e desenvolver métodos efetivos de
controle do virus (BACCAM et al., 2003; WANG et al., 2018; CONG LIU et al.,
2019).

2.5 EPIDEMIOLOGIA

A AIE é uma enfermidade de distribuigdo mundial. Casos da infecgao ja
foram relatados em algumas regides da Europa, como a Alemanha, Espanha,
Suica e Paises Baixos. A Italia e a Roménia sao paises considerados endémicos
(ROBERTS, 2017).

No Brasil, o virus da AIE esta disseminado por todas as regides do pais
(Figura 3), e de acordo com os dados disponibilizados pelo MAPA no ano de
2000 até o primeiro semestre de 2021, a AIE foi a doenga de notificagdo
compulsdria em equinos mais notificada, seguida da Raiva e do Mormo (Gréfico
1). A doenga é considerada endémica no Pantanal, que abrange parte do Mato
Grosso e Mato Grosso do Sul, na llha de Marajé no Para e no norte de Minas
Gerais (ALMEIDA et al., 2006; BUENO et al., 2020).

Colombia

Perl

Bolivia

| EECRE | EEELEL

30 até 49 . A partir de 49

FIGURA 3 - Casos de AIE no Brasil no 1° semestre de 2021.

Fonte: https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal/index.htm. Acesso em: 24 abril 2022.

Legenda: AIE — Anemia Infecciosa Equina
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GRAFICO 1- Doencas Notificadas em equinos (2000-2021).
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Fonte: https://indicadores.agricultura.gov.br/saudeanimal/index.htm Acesso em: 24 abril 2022.

Os equideos (cavalos, asininos e muares) pertencem a familia Equidae e
sao animais suscetiveis ao virus da AIE independente da raca, sexo e idade
(VAN DER KOLK; VELDHUIS KROEZE, 2014).

Os principais vetores envolvidos na transmissao do virus sao os tabanideos
(Tabanus sp.). No entanto, as moscas dos estabulos (Stomoxys sp.), também
participam na disseminagdo da AIE (BARROS; FOIL, 2007; SELLON, 1993). E
importante salientar que os insetos sao vetores mecanicos, pois 0 virus nao
possui capacidade de se replicar no interior de suas estruturas (BARROS; FOIL,
2007; ISSEL; FOIL, 2015).

Na gestacdo, a fémea pode transmitir o virus da AIE aos potros por via
transplacentaria, e pode abortar caso apresente episédios de viremia. O leite e
o colostro também podem ser vias de transmissao do virus. (SELLON, 1993;
COOK et al., 2013; SELLON; LONG, 2014).

A infecgdo por meio da via venérea pode ocorrer, de maneira rara, e 0s
machos infectados apresentam redugdo na qualidade do sémen (SELLON,
1993).

A transmiss&o por contato com saliva e urina também pode ocorrer, com
menor probabilidade (SELLON, 1993; ISSEL; FOIL, 2015; BUENO, 2020). A
disseminagao do virus via aerdgena ocorre de maneira incomum (BOLFA et al.,
2016; BUENO, 2020).

A forma mais significativa na transmisséo do virus € pela via iatrogénica,

com utilizagdo ou reutilizagdo de material e/ou objetos contaminados como
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material cirdrgico, esporas, material de casqueamento, cabresto, agulhas
contaminadas e na transfusao de sague de animais infectados para os sadios
(ISSEL; COGGINS, 1979; CLABOUGH, 1990; COOK et al., 2001; NOCITl et al.,
2008).

Os humanos possuem papel relevante na transmissao do virus, ja que
muitas vezes ha o desconhecimento em relagao aos aspectos sanitarios, por
provavelmente ndo haver suporte veterinario, aliado a questdo cultural em
relacdo ao uso de materiais contaminados nos equideos, principalmente
agulhas, o que propicia a disseminagao do virus aos animais sadios. Alguns
autores acreditam que os insetos apresentam papel insignificante na
transmissao da AIE e o manejo dos animais possui maior impacto (BORGES et
al., 2013; VILAMIU et al., 2013 e ISSEL E FOIL, 2015).

De acordo com dados do Brasil baseados em levantamentos sorolégicos
por IDGA (Imunodifusdo em Gel de Agar), a frequéncia de ocorréncia da
enfermidade é variavel, uma vez que depende da regido pesquisada e da
populagdo equidea examinada (BRAGA, 2000). Os estudos tém mostrado que a
frequéncia de ocorréncia pode oscilar de 0,06% a 66,92% (Quadro 1) (SILVA et
al.,, 1999a; SILVA et al., 1999b; SILVA; ABREU; BARROS.; 2001; SANTOS et
al., 2001; HEINEMANN et al., 2002; ALMEIDA et al., 2006; PENA et al., 2006;
BADINI et al., 2007; AGUIAR et al., 2008; GUIMARAES et al., 2011;
HEIDEMANN et al., 2012; SILVA et al., 2013; SEAPA, 2014; CUTOLO et al.,
2014; CHAVES et al., 2015; FREITAS et al., 2015; LIMA et al., 2015; SOBIESKI
et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2017; CRUZ, et al., 2020;
CURSINO et al., 2020).
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QUADRO 1 - Ocorréncia da Anemia Infecciosa Equina no Brasil.

Frequéncia
Local de Referéncia
positivos

Mato Grosso do Sul 24,80% SILVA et al,, 1999a
Mato Grosso do Sul 39,70% SILVA et al.,1999b
Acre 7,50% SANTOS et al., 2001
Para 17,71% HEINEMANN et al., 2002
Minas Gerais 3,10% ALMEIDA et al., 2006
Para 1,34% PENA et al., 2006
Rio de Janeiro 2.15% BADINI et al., 2007
Rondénia 9,60% AGUIAR et al., 2008
Bahia 5,90% GUIMARAES et al., 2011
Distrito Federal 1.81 MORAES, 2011
Para 12,79% HEIDEMANN et al., 2012
Mato Grosso 31.5% BORGES et al., 2013
Rio Grande do Norte 2.86% SILVA et al,, 2013
Paraiba 1.29% SILVA et al.,, 2013
Ceara 3.10% SILVA et al.,, 2013
Séo Paulo 4,70% CUTOLO et al., 2014
Rio Grande do Sul 0,30% SEAPA 2014
Maranhéo 19,51% CHAVES et al., 2015
Para 46,26% FREITAS et al., 2015
Maranhao 27,36% LIMA et al., 2015
Rio Grande do Sul 0.06% SOBIESKI et al., 2015
Rondénia 1,15% GUIARAUD et al., 2017
Mato Grosso do Sul 38,60% NOGUEIRA et al., 2017
Rio Grande do Norte 1.6% OLIVEIRA et al., 2017
Distrito Federal 1,81% MORAES et al., 2017
Rio de Janeiro 11,80% CRUZ et al., 2020
Mato Grosso e Mato Grosso do Sul | 66,92% CURSINO et al., 2021

Legenda: Teste de diagndstico utilizado: IDGA — Imunodifusdo em Gel de Agar

2.6 PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

O agente infeccioso pode ser transmitido de varias formas aos equideos,
incluindo picada de insetos hematéfagos, contato com secregdo, excregao e
objetos contaminados (ISSEL; COGGINS 1979, CLABOUGH, 1990; COOK et
al., 2001; NOCITI et al., 2008). Apds a entrada do virus no hospedeiro, ocorre

replicacdo no interior de mondcitos e macréfagos presentes em tecidos como
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figado, bago, pulmdes, rins, linfonodos e glandulas adrenais (MCGUIRE;
CRAWFORD; HENSON, 1971; SELLON et al., 1992).

Os animais podem apresentar linfadenomegalia, hepatomegalia e
esplenomegalia, devido a ativagdo de macrofagos, liberagao de interleucinas IL-
1 e 6 e fator de necrose tumoral (TNF-a). O virus pode formar imunocomplexos,
0s quais se ligam as hemacias, plaquetas e ao endotélio estimulando os
mecanismos de inflamag¢ao imunomediada como hemdlise, vasculite, agregacéo
plaquetaria e compromete o processo de formagédo das células sanguineas
(CONSTABLE et al.,, 2016; RADOSTITS et al., 2000; WEIBLEN, 2001). A
deposi¢cdo de imunocomplexos pode resultar em anemia, glomerulonefrite,
hepatite e linfadenopatia (TRAUB-DARGATZ, 1993; TIZARD, 2002).

Os animais infectados podem apresentar trés fases da doenca: aguda,
cronica e assintomatica (Figura 4). Na fase aguda, apresentam hipertermia com
temperatura variando de 40,5°C a 41°C, reducdo de apetite e a maioria
apresenta trombocitopenia e anemia. O 6bito pode ocorrer de duas a trés
semanas apos o inicio dos sinais clinicos (SELLON, 2008). Ja na fase crénica,
os principais sinais clinicos sao: febre, leucopenia, perda de peso, ictericia,
edema, trombocitopenia, hemorragias, glomerulonefrite, ataxia e letargia
(LEROUX; CADORE; MONTELARO, 2004). A figura 5 ilustra alguns dos sinais
clinicos.

Na fase crénica, os animais exibem sinais clinicos de forma intermitente ao
longo de um ano. Isto se deve as elevadas taxas de mutagéo no qual o RNA viral
eé transcrito em DNA pela transcri¢gao reversa (HAMMOND et al., 1997; LEROUX
et al., 2001; MEALEY et al., 2003).

Posteriormente, alguns equideos n&o apresentam sinais clinicos. Nesta
fase sao classificados como assintomaticos e podem atuar como fonte
importante na disseminacao do virus dificultando o controle e erradicagao da AIE
(MONTELARO, et al.; 1993; TENCZA et al., 2000). O sistema imune destes
animais possui papel relevante para manutencao da condi¢cédo corporal normal,
0 que permite alguns equideos infectados exibirem desempenho atlético
(SELLON, 2008).
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FIGURA 4 - Resumo das fases da doenca e os eventos que podem ocorrer em um animal
infectado pela AIE.

Fonte: Adaptado de ISSEL E FOIL (2015).

Legenda: AIE: Anemia Infecciosa Equina

b- Animal com emagrecimento.
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Mucosa hipocorada

FIGURA 5 — Principais sinais clinicos observados na AlE.
Fonte: (Marcio Garcia Ribeiro — FMVZ — UNESP/Botucatu, 2011)

Legenda: AIE — Anemia Infecciosa Equina

2.7 DIAGNOSTICO

O diagndstico da enfermidade pode ser baseado em testes soroldgicos,
cultivo celular e métodos moleculares. O isolamento viral pode ser utilizado na
identificacdo do agente infeccioso, porém é mais trabalhoso, de alto custo e
passivel de contaminacdo pela necessidade de manipulagdo dos cultivos
celulares (NAGARAJAN; SIMARD, 2001).

A OIE reconhece os testes IDGA e ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay) como confiaveis, porém recomenda que um resultado positivo pelo
ELISA seja confirmado pelo IDGA. No Brasil, também ha esta recomendacao
devido a possibilidade de ocorrer falso-positivo, e a Portaria n® 378, de 17 de
Dezembro de 2014 reconhece o IDGA como método oficial confirmatério no
diagndstico de AIE (OIE, 2013; BRASIL, 2014).

O teste do IDGA apresenta elevada especificidade e facil execucao
(COGGINS e NORCROSS, 1970; COGGINS et al., 1972; SELLON, 1993). O
antigeno utilizado no teste é a proteina p26, a qual é altamente conservada em
relacdo aos demais antigenos. No entanto, se as amostras testadas né&o

apresentarem quantidades de anticorpos suficientes, podem exibir resultados
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falso-negativos (ISSEL; COOK, 1993; LANGEMEIER et al., 1996; COOK;
LEROUX; ISSEL, 2013).

O método do ELISA é capaz de detectar os animais acometidos em
estagios iniciais da infecgcdo (BALL et al., 1992; RWAMBO et al., 1990). Ha varios
kits de ELISA internacionalmente licenciados para o diagnéstico da AIE, a
maioria tem como alvo anticorpos anti-p26 e anti-gp45 (COOK et al., 2013). O
ELISA competitivo (cELISA) identifica anticorpos contra p26 e apresenta alta
correlagédo com o IDGA (MONTELARO et al., 1993; LANGEMEIER et al., 1996);
o ELISA que utiliza a proteina gp90 recombinante, apresenta resultados
semelhantes ao IDGA (REIS et al., 2012). Os testes de ELISA comerciais
disponiveis para o diagnodstico da AlE s&o o Teste IDEXX cELISA EIA e VETLISA
AIE 1gG, ndo ha especificagao pelos fabricantes a respeito dos antigenos que
sdo utilizados.

O teste Immunoblot € um método sorolégico considerado sensivel e
especifico, ja que é capaz de detectar anticorpos contra multiplos antigenos
(COOK et al., 2005; SCICLUNA et al., 2013).

Os métodos moleculares também podem ser utilizados no diagnéstico da
AIE. Estudos tém apontado resultados discordantes entre os testes moleculares
e os sorodiagnodsticos (LANGEMEIER et al., 1996; CULLINANE et al., 2007;
CAPPELLI et al., 2011; ISSEL et al., 2013; SCICLUNA et al., 2013; RICOTTI et
al., 2016). O teste de PCR (Reacgédo em Cadeia pela Polimerase) descrito pela
OIE para deteccao de AIE ndo se mostrou eficiente no Brasil, tendo em vista a
elevada variagdo genética do virus (CAPPELLI et al.,, 2011). Duas reacgdes
direcionadas a amplificacdo do gene gag s&o recomendadas pela OIE, como
complementares aos testes sorologicos, uma & a nested PCR (NAGARAJAN;
SIMARD, 2001) e a outra é a qPCR (COOK et al., 2002).

De acordo com alguns trabalhos, a nested-PCR exibiu elevados valores de
sensibilidade na detec¢cdo de animais acometidos pelo virus da AIE (HINES;
MAURY, 2001; NAGARAJAN; SIMARD, 2001; DONG et al, 2012;
CAVALCANTE, 2014). A seminested, aplicada em amostras de equinos,
apresentou alta sensibilidade em relagao aos testes soroldgicos (MALOSSI et
al., 2016a; CURSINO et al., 2018).
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Outro teste molecular utilizado na identificacdo dos animais acometidos
pelo virus € a PCR em tempo real, que exibe melhor desempenho do que os
meétodos de sorodiagndstico (MALOSSI, 2016a).

2.8 PREVENGCAO E CONTROLE

Como nao ha tratamento eficaz, sdo adotadas medidas de prevengao e
controle visando evitar a disseminagao da AIE. Assim, de acordo com o PNSE,
dentre varias medidas é recomendado que ao adquirir um animal, este deve ser
submetido a quarentena para a realizagao do teste IDGA. O mesmo exame de
diagnostico é utilizado para emitir o GTA (Guia de Transito Animal), controle de
transito animal, certificagdo em eventos e de propriedades.

A partir de resultado positivo para AIE, ocorre a interdicdo da propriedade
seguida de investigacdo epidemiolégica e € necessario que 0s animais sejam
eutanasiados. Em regides consideradas de alto risco, como no Pantanal, é
preconizado o isolamento dos equideos reagentes, tendo em vista que a
eutanasia € impraticavel, ja que a manutencéo da pecuaria na regidao depende
da presenga desses animais para o manejo dos bovinos (SILVA; ABREU;
BARROS, 2001).

Os retrovirus sao inativados pelo calor a 56°C por 30 minutos, por agao dos
solventes lipidicos e detergentes (MURPHY et al, 1999).

3 JUSTIFICATIVA

O Pantanal é designado como a maior planicie inundavel do mundo. Com
uma area de cerca de 250 mil Km?, ocupa parte do Brasil, Bolivia e Paraguai.
Cerca de 70% do Pantanal esta localizado no Brasil, abrangendo parte dos
estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (SANTOS, 2001; BAZZO et al.,
2012).

O clima tropical associado ao relevo com baixas altitudes torna algumas
areas da regiao propicias aos alagamentos na época das chuvas (SANTOS,
2001; BAZZO et al., 2012).

A regido do Pantanal é constituida por grandes fazendas privadas e muitas

dessas propriedades ficam isoladas, em especial durante o periodo das grandes
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enchentes. Com isso o cavalo é de primordial importancia como meio de
transporte local, possibilitando a interacdo dos pantaneiros com fazendas
vizinhas (JULIANO et al., 2016; SANTOS et al., 2020).

Dessa forma, o cavalo tem grande relevancia econO6mica, pois ndo ha
pecuaria de corte nas areas inundaveis do Pantanal sem o uso desses animais.
O cavalo tem um papel importante no manejo diario das fazendas, e nas
comitivas que transportam o gado de um local para outro (JULIANO et al., 2016;
SANTOS et al., 2020).

A maioria dos equinos existentes no Pantanal possuem algumas
caracteristicas dos cavalos Pantaneiros, porém sao animais impuros, pois de
acordo com ABCCP (Associagdo Brasileira de Criadores de Cavalos
Pantaneiros), ndo atendem as caracteristicas da raga (SANTOS et al., 2004). A
populacao de equinos também é composta por cavalos mestigos, oriundos dos
acasalamentos com diversas racgas, e foram capazes de se adaptar as condi¢des
bioclimaticas da regido (SANTOS et al., 1995). E ainda ha uma pequena
porcentagem de equinos da raga Pantaneiro.

O Cavalo Pantaneiro é descendente do cavalo Ibérico trazido ao Brasil na
época da colonizagao (SANTOS et al., 1992; EGITO et al., 2016; SANTOS et al.,
2020). O cavalo Pantaneiro possui algumas caracteristicas importantes para a
adaptacdo ao ambiente do Pantanal, como casco resistente a umidade;
tolerancia ao calor; alta fertilidade; habito alimentar rudimentar, ja que muitos
animais sao alimentados com pasto nativo do Pantanal, sem suplementacao;
tolerancia as doencgas e parasitas; entre outras (SANTOS et al., 2016a; SANTOS
et al., 2016b; SANTOS et al., 2016¢c; SANTOS et al., 2016d; SANTOS et al.,
2020). Essas caracteristicas fazem com que o Cavalo Pantaneiro seja conhecido
pela expressao “rustico por natureza” (SANTOS et al., 2016a; SANTOS et al.,
2016b; SANTOS et al., 2016¢c; SANTOS et al., 2016d).

Tanto os animais de raca pura quanto os mesticos sao suscetiveis a
algumas doengas. A AIE se estabeleceu no Pantanal e se tornou endémica
devido as condi¢gbes dessa regido propicias a disseminagao do virus.

Dados da ABCCP estimam 5000 cavalos registrados e mais de 130
criadores. Devido ao valor competitivo, estes animais geram interesse por parte
dos proprietarios rurais. Entretanto, como sdo animais provenientes de locais

com alta prevaléncia de AIE uma imagem negativa é associada aos mesmos.
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Por outro lado, o cavalo Pantaneiro € importante para o desenvolvimento da
economia local. Dessa maneira, novas estratégias devem ser aplicadas com o
objetivo de controlar a disseminagédo do virus na regido, como a utilizacdo de
testes de diagnostico fidedignos.

Apesar do reconhecimento do IDGA e do ELISA como testes oficiais,
estudos tém reportado resultados discordantes quando comparados com os
métodos moleculares. Langemeier et al. (1996) e Cullinane et al. (2007)
comprovaram que os resultados obtidos no diagnostico molecular diferem dos
testes sorolégicos.

Scicluna et al. (2013) concluiram que o diagndstico negativo em muares
pelo teste de IDGA era na verdade positivo pelos testes de ELISA e immunoblot,
e ainda observaram que as cargas virais das amostras negativas eram
equivalentes aquelas que exibiam reacdes positivas. Assim, animais positivos
podem apresentar resultado negativo pelo teste oficial, o que pode resultar numa
maior disseminagéo do virus.

De acordo com lIssel et al. (2013), o uso de apenas o IDGA como
diagndstico ndo é recomendado, visto que os equideos infectados por AIE
produzem anticorpos contra p26, gp45 e gp90, que sdo as proteinas mais
relevantes e podem nao ser identificados pelo IDGA. De acordo com os autores,
0 mais indicado seria a associacao deste teste com o ELISA.

Ricotti et al. (2016) identificaram animais positivos utilizando a PCR, que
anteriormente haviam apresentado resultado negativo nos testes soroldgicos de
IDGA e/ou ELISA. Neste mesmo estudo, concluiram que animais sem sinais
clinicos sdo capazes de permanecerem soronegativos por pelo menos 24
meses.

Romo-Saenz e colaboradores (2021) ao realizarem testes de diagnéstico
sorologicos (IDGA) e moleculares (Nested, Semi-nested) na detecgao de virus
da AIE, verificaram que os teste moleculares detectaram numero maior de
amostras positivas em relagdo aos sorologicos.

Uma explicagéo para os resultados divergentes pode estar relacionada as
mutacdes que possivelmente ocorrem no gene gag, que codifica a p26 utilizada
no teste de IDGA, e no gene env, que codifica a gp90 utilizada no teste de ELISA.
Desse modo, modificagdes nos genes do virus podem resultar em mudangas

estruturais que podem predispor a producado de anticorpos que sao incapazes
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de reconhecer os antigenos empregados nos testes, levando a resultados falso-
negativos (SALINOVICH et al., 1986; PAYNE et al., 1989; LEROUX et al., 1997;
ZHENG et al., 1997a,b; BELSHAN et al., 1998; LEROUX et al., 2001).

Dessa maneira, ha necessidade do desenvolvimento de novas técnicas de
diagnosticos que apresentem valores de sensibilidade e especificidades
elevados. Os métodos moleculares exibem elevada sensibilidade diagnéstica e
analitica, porém séao técnicas de alto custo, principalmente quando aplicadas em
numero elevado de animais. Assim os testes sorologicos sdao meétodos de
diagndsticos alternativos, pois apresentam menor custo e rapida realizagao.
Portanto, estudos que esclaregam a variabilidade das regides codificantes das
proteinas p26 e gp90 utilizadas nos sorodiagndsticos sao importantes para
garantir melhor acuracia dos resultados.

No Brasil, ja foi realizado o sequenciamento do genoma do virus da anemia
infecciosa circulante no Pantanal. Este recurso possibilita melhor caracterizacao
do virus, contribuindo para fornecer dados a respeito da epidemiologia e, além
disso, pode colaborar no desenvolvimento e/ou aprimoramento das técnicas de
diagnostico (MALOSSI et al., 2016b; CURSINO et al., 2018; CURSINO et al.,
2020; MALOSSI et al., 2020).

Deshiere e colaboradores (2019) aplicaram o método de enriquecimento
viral com subsequente sequenciamento de nova geracédo (NGS), o que permitiu
obter sequéncias completas do genoma do virus circulante na Franga, e ainda
compara-las com algumas sequéncias ja descritas.

Malossi et al. (2020), aliando varias técnicas como clonagem,
sequenciamento de Sanger e sequenciamento NGS, obtiveram o genoma
completo e caracterizacao de duas variantes do virus da AIE provenientes de
animais da regido do Pantanal. Ainda analisaram a variabilidade genética diante
de outras sequéncias ja publicadas em bancos de dados.

Cursino et al. (2020) utilizaram o sequenciamento de Sanger de amostras
provenientes do Pantanal. Apesar de obterem uma sequéncia pequena do virus
(tat-gag), conseguiram observar a diversidade genética em comparagao com
outras sequéncias publicadas, além de aplicarem os testes de IDGA, ELISA e
PCR, e concluirem que os resultados foram discordantes entre os métodos de
diagnostico.
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Neste cenario, o presente estudo pretende investigar a variabilidade dos
genes codificantes das proteinas p26 e gp90, o que possibilitara o
aprimoramento e desenvolvimento de novas técnicas e, ainda, auxiliara no
esclarecimento da epidemiologia molecular e o desempenho de provas
diagndsticas do agente na regido do Pantanal. Este estudo é fundamental, pois
ao ser observado alta variabilidade dessas proteinas teremos certeza de que
essa caracteristica interfere nos testes diagnosticos, principalmente sorologicos
gerando resultados falso-negativos. E sera util para proposigdo de novos
projetos visando a produgdo de proteinas recombinantes com essas novas
caracteristicas que poderao substituir os antigenos utilizados atualmente no
IDGA e ELISA.

4 OBJETIVOS

4.1 GERAL

Caracterizagédo dos antigenos p26 e gp90 de estirpes do virus da anemia

infecciosa equina provenientes do Pantanal brasileiro.

4.2 ESPECIFICOS

Mapeamento dos epitopos a partir das sequéncias obtidas dos genes gag
e env. Comparacgao dos epitopos obtidos com base nos existentes em banco de
dados e em estudos publicados.

Definir se os epitopos possuem potencial de mudanga ou se ja estao
alterados.

Verificar se as eventuais mudancgas encontradas estido associadas a

resultados negativos nos testes diagnosticos.

5 MATERIAIS E METODOS

Na execugao do projeto houve a colaboragdo das pesquisadoras Dra.
Camila Malossi Dantas do Instituto de Biotecnologia (IBTEC) da Universidade



35

Estadual Paulista — Unesp, Botucatu - SP e a Dra. Marcia Furlan Nogueira T. de

Lima da Embrapa Pantanal.

5.1 ANIMAIS E AMOSTRAS

A coleta das amostras e o0 uso das mesmas foi aprovada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” - Campus Botucatu
(FMVZ/UNESP) - protocolo CEUA N° 0136/2021.

Foram utilizadas amostras da capa leucocitaria e plasma de equinos
provenientes de fazendas ou carroceiros da regido do Pantanal. Ao todo, foram
coletados sangue de animais pertencentes a nove fazendas e quatro carroceiros
(Quadro 5 e 12), sendo que apenas uma fazenda esté localizada na cidade de
Poconé, no Mato Grosso (MT). As outras amostras pertencem a cidade de
Corumba no Mato Grosso Sul (MS) (Figura 6).

MATO GROSS0
I MATO GROSSO DO SUL
PANTANAL
El corumBA
@ rocont

FIGURA 6 - Regides geograficas de coleta das amostras.

Fonte: Adaptado de CURSINO et al., (2018).

5.2 ANALISES LABORATORIAIS
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As amostras foram previamente analisadas pelos testes de diagndsticos de
IDGA, ELISA, seminested e PCR em tempo real (qQPCR) (Quadro 2).

Os testes de IDGA e ELISA foram executados no laboratério da Embrapa
Pantanal. Para o IDGA utilizou-se o kit da Bruch e para o ELISA rgp90, kit AIEbio
da Bioclin-Quibasa, ambos de acordo com as instru¢des do fabricante, seguindo
o protocolo de diagnéstico oficial. Os testes moleculares foram realizados no
IBTEC. Os resultados das reacdes de Seminested-PCR foram obtidos através
do emprego de oligonucleotideos direcionados a amplificagdo de duas regides,
a 5’LTR (regides longas terminais) e o gene Tat (Figura 7) com base no protocolo
descrito por Dong e colaboradores (2012) (Quadro 2). Na qPCR o alvo das
reacdes foi o gene Tat, amplificando um produto de 71 pb (pares de bases)
(MALOSSI et al., 2019) (Quadro 2).

Rev Rev
5'LTR Gog Tat Env ILTR
I ) Pol - 3
Tat oy | |
p26 52 gp9%0

FIGURA 7 - Representagcédo esquematica do genoma do virus

Legenda: 5’ LTR / 3’ LTR: regido repetida terminal; Gag: Antigenos especificos de grupo; Pol:
Polimerase; Env: Envelope; Tat: gene acessorio; S2: gene acessorio; Rev: gene acessorio;
p26: Proteina do Capsideo; gp90: glicoproteina de superficie.

QUADRO 2 - Oligonucletideos utilizados nas reagdes de Seminested e qPCR.

Nome do A UEIE A .
. Sequéncia do produto Referéncia
primer i
amplificado

EIAV Itr2F | ATTCTGCGGTCTGAGTCC 229 pb DONG et al., 2012
Seminested EIAV ItriR | CAGGAACACCTCCAGAAGAC DONG et al., 2012

EIAV Itr2F | ATTCTGCGGTCTGAGTCCCT 198-203 pb DONG et al., 2012

EIAV Itr2R | TAAGTTCTCCTCTGCTGT DONG et al., 2012

qPCR EIAV F GAACCTGGCTGATCGTAGGA 71 pb MALOSSI et al 2020
EIAV ItriR | CAGGAACACCTCCAGAAGAC DONG et al., 2012

Legenda: pb: pares de base

5.2.1 Extragcao de acidos nucléicos
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As amostras da capa leucocitaria e/ou plasma foram submetidas ao
procedimento de extragdo de acidos nucléicos utilizando-se o kit illustra blood

genomicPrep Mini Spin (GE Healthcare).

5.2.2 Desenho dos oligonucleotideos

O desenho dos oligonucleotideos foi baseado nas sequéncias POCONE-
BRAO1 (MN560970) e POCONE-BRAO2 (MN560971) (Figura 8) oriundas da
regidao do Pantanal em Poconé - MT (MALOSSI et al., 2020).

POCONE-BRAO1 possui genoma de 8016 pb, a regido correspondente a
p26 (gene gag) tem 705 pb, e a gp90 (gene env) possui 1376 pb. POCONE-
BRAO2 possui 7969 pb e a regido correspondente a p26 do gene gag possui 705
pb, a gp90 do gene env tem em torno de 1323 pb.

Na figura 8, é apresentado o esquema do genoma do virus das amostras
POCONE-BRAO1 e POCONE-BRAO2, e as regides de interesse no gene gag
(p26) e no gene env (gp90).

2000 2.500

2,000 2500

FIGURA 8 - Representagao esquematica das sequéncias POCONE-BRAO1 e POCONE-
BRAO2, respectivamente, com os genes alvos em destaque.

Legenda: Gag: gene que codifica a proteinas p26; p26: principal antigeno utilizado no teste de
IDGA; Env: gene que codifica a glicoproteina de superficie gp90; gp90: principal antigeno
utilizado no teste de ELISA.

No desenho dos oligonucleotideos foram utilizadas algumas estratégias,
como o alinhamento das sequéncias POCONE-BRAO1 e POCONE-BRAO2,
posteriormente foram desenhados alguns primers no programa Geneious®
v.8.1.9 (KEARSE et al., 2012). O software Primal Scheme também foi utilizado
para confecgdo dos oligonucleotideos, a partir das duas sequéncias citadas
foram criados iniciadores correspondentes a cada uma. Outro método utilizado

para obtencdo de novos primers foi através das sequéncias obtidas do
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sequenciamento, em seguida foram alinhadas e os iniciadores foram

confeccionados no programa Geneious® v.8.1.9.

5.2.2.1 Teste e padronizacgao das reagdes utilizando primers direcionados

ao gene gag

A partir dos oligonucleotideos disponiveis do gene gag foram padronizadas
as reagdes (Quadro 3) e na figura 9 podem ser visualizadas as regides alvo das
mesmas. Nas reacdes de PCR foram utilizados 10 uL da enzima 1X GoTaqg®
Long PCR Master Mix, 0,5 uM (10 pmol/ yL) de cada primer, 4 uL de DNA molde,
totalizando 20 pL.

O ciclo das reagdes de PCR (A, I) foi padronizado com: desnaturagao inicial
a 95° C durante 10 minutos; 40 ciclos consistindo de desnaturagdo a 95° C
durante 30 segundos, annealing 58° C durante 30 segundos e extensédo a 72° C
durante 1 minuto; extenséo final a 72° C durante 10 minutos.

Na amplificacdo das reagbes de seminested (C, E, F) e nested (B, G, H, J,
K, L) foram utilizados 2 yL de DNA molde, 10 yL de 1X Colorless GoTag®, 0,5
MM (10 pmol/ pL) de cada primer, totalizando 20 ul de cada reagao. O ciclo de
amplificagado consistiu de desnaturagao inicial a 95° C durante cinco minutos; 40
ciclos compreendidos de desnaturacao a 95° C durante 30 segundos, annealing
56° C por 30 segundos e extensao a 72° C durante 30 segundos; extensao final
a 72° C durante cinco minutos.

As reagdes de nested com os iniciadores M, N, O e P foram padronizadas
com ciclo de amplificagdo constituido de desnaturacgédo inicial a 95° C durante
cinco minutos; 40 ciclos compreendidos de desnaturacdo a 95° C durante 30
segundos, annealing 54° C por 30 segundos e extensdo a 72° C durante um
minuto; extenséo final a 72° C durante cinco minutos.

O termociclador Veriti™ Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific, Applied
Biosystems, Waltham, MA, EUA) foi utilizado nas reagdes.
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QUADRO 3 - Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR, Seminested e
Nested direcionados a regiao alvo gag do virus da AlE.

Sequéncia- Nome Tamanho
q do Sequéncia do primer do produto
alvo ; o
primer amplificado
F1 CAATTGAGGRATGTCATTCC
PCRA 1032 pb
R2 |CTGRCTAGACAGATGTCCTG
F2 GGYAAAARRCAGCCTGAG
Nested B 670 pb
R1 CCTCTAAWGWATCTTCTGGCC
F3 GATRGCKGAAGATTGGGA C
Seminested C 586 pb
R2 |CTGRCTAGACAGATGTCCTG
3F |AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA
PCR D 893 pb
R2 |CTGRCTAGACAGATGTCCTG
3F |AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA
Seminested E 750 pb
4R [CCGTGCCTATATCCCTACAAGC
) 4F CCATTACCAAACCCACCCTTGG
Seminested F 558 pb
R2 |CTGRCTAGACAGATGTCCTG
3F |AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA
Nested G 436 pb
3R |TCCATCTGCCTTTCTCTAGGAACT
4F CCATTACCAAACCCACCCTTGG
Nested H 415 pb
4R [CCGTGCCTATATCCCTACAAGC
3F |AGGCATCTTTCCAACTGCTGAA
PCR | 1069 pb
5R2 |TGTGTCTGAACCCTTTCCCCTT
F4 GCT ATG AGA CAT TTG AGG C
Nested J 213 pb
R2 |CT GRC TAG ACA GAT GTC CTG
4F2 |CATCCATTGCCAAACCCACCTT
Nested K 417 pb
4R2 [AGTGCCGATATCCCTACAAGCA
4F2 |CATCCATTGCCAAACCCACCTT
Nested L 561 pb
R2 |CTGRCTAGACAGATGTCCTG
F4 |AGATGTRGTGCCAGGACAAG
Nested M 634 pb
R3 |CAGATGTCCTGGCTTTCCAC
F5 CATTRCCAAACCCACCTWTGG
Nested N 550 pb
R4 |GACAGATGTCCTGGCTTTCC
F6 GCACAAGGACCTATTCCTATG
Nested O 488 pb
R5 |GTTTGTTTTGCCCTTGGAGG
F7 GATGTGGTACCAGGACAAGC
Nested P 313 pb
R6 |GGTAAGGCTCTTTAGGGCC
Legenda:

pb: pares de bases; K: G,T; R: A,G; W: AT
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8- F2R1 6F0pb

F3-R2 586 pb

b IR 893 ph

E 3FARF50ph

P 4F-R2 558 po

3FIR_436 pb

- AFAR_A15pb
JF-5R2 1069 pby

3 F4-R2 H13pb
B 4F24R2 417 po

L- AF2R2 561 pb

- F4.RY 634 pb

N F5.RA 550 pb

o- FG-RS 488 b

P- FI.RG 313ph

FIGURA 9 - Representagdo do genoma do virus e das regides alvo dos primers para as
reagdes de PCR, Seminested e Nested.

Legenda: Gag: gene que codifica a proteina p26; p26: proteina do capsideo; pb: pares de bases

5.2.2.2 Teste e padronizacdo das reacdes utilizando iniciadores

direcionados ao gene env

A partir dos primers obtidos do gene env foram padronizadas as reagoes
(Quadro 4), na figura 10 podem ser visualizadas as regides alvo das mesmas.
Nas reac¢des de PCR foram utilizados 10 yL da enzima 1X GoTaq® Long PCR
Master Mix, 0,5 uM (10 pmol/ uL) de cada primer, 4 uL de DNA molde, totalizando
20 L.

O ciclo de amplificacdo das reagdes de PCR A e D foi constituido de
desnaturacao inicial a 95° C durante cinco minutos; 40 ciclos compreendidos de
desnaturacao a 95° C durante 30 segundos, annealing 56° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C durante 1 min; extensao final a 72° C durante cinco minutos.
Nas reacbes de PCR N e S, a reacao de amplificagcao foi padronizada com
temperatura de annealing de 58° C.

Para a amplificacao das reacdes de seminested e nested foram utilizados
2 uL de DNA molde, 10 yL de 1X Colorless GoTag®, 0,5 uM (10 pmol/ yL) de
cada primer, totalizando 20 pL de cada reagéao. O ciclo foi igualmente efetuado

ao das reacdoes de PCR A e D.

QUADRO 4 - Primers aplicados nas reacdes de PCR, Seminested e Nested para amplificagao

de parte do gene env do virus da AlE.



Sequéncia- Nome Tamanho
q do Sequéncia do primer do produto
alvo ; o
primer amplificado
18F2 | TGGTGCTGTAGTGGTCAATGATG
PCR A 1050 pb
20R1 | GACAATGTTTCACCCTTGCCCA
19F2 | TGGAAAGGGGGTAACATGGTCA
Nested B 420 pb
19R2 [ ACATCCAGGAAAAGTACCCCAAC
20F2 | GGTATGAAGGTGTGGCACATCC
Nested C 412 pb
20R2 | GCCCAAGTGCGATTGTCATTGT
21F1 | TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA
PCR D 1232 pb
24R1 | CCGGAATCCAGTTTGCTATATGACT
21F1 | TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA
Seminested E 743 pb
22R2 | CCGCCACTATTGCTGATATTCCA
21F1 | TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA
Seminested F 391 pb
21R1 | TGTCCCATTACAAGGTGTTAGGC
21F2 [AGCACTTATTGGGATTTCACATGGT
Seminested G 433 pb
21R2 |AGCTGTTGTTATAGCACCTTGTCA
21F1 | TGAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCA
Seminested H 392 pb
21R2 | AGCTGTTGTTATAGCACCTTGTCA
22F1 [ GGTCAACTGCACTGTGGCTAAA
Nested | 412 pb
22R1 | ATTGGCCCGAGAAGTAACAGGA
22F2 | TGCCAGGTGGAGAAAAAGACTT
Nested J 439 pb
22R2 | CCGCCACTATTGCTGATATTCCA
23F2 | GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT
Seminested K 601 pb
24R1 | CCGGAATCCAGTTTGCTATATGACT
23F2 | GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT
Seminested L 305 pb
23R1 | TGGACATCTGCATGGGTCTGAA
23F2 | GAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGT
Seminested M 416 pb
23R2 | TGTCCCCAAGAATCATTCCATGG
1F |CTCTGGTGGTATGAAGGTGTG
PCR N 572 pb
1R [GGTGGCTGTACAYACARCC
2F |GTATGAAGGTGTGGCACATCC
Nested O 559 pb
2R [CTGTACACATARCCTAATAGG
2F |GTATGAAGGTGTGGCACATCC
Nested P 508 pb
3R |CGGTGGCTGTACACATAACC
3F | GGCAGAAGGCTATTCATCAG
Nested Q 486 pb
4R [ATCCAGGAAAAGTACCCCAAC
4F | GGCAAAAGGAGATTCTACGG
Nested R 487 pb
5R | ATCCAGGAAAAGTACCCCAAC
5F | GKACARTGACAATMRCACTTGG
PCR S 599 pb
6R | GAATAGGAGTAATACCGGAACC

Legenda:
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pb: pares de bases; K: G, T; M: A,C; R: A,G
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FIGURA 10 - Esquema do genoma do virus e das regides de amplificagcao dos
oligonucleotideos.
Legenda:
Env: gene que codifica a proteina gp90; gp90: glicoproteina de superficie; pb: pares de bases.

5.2.3 Eletroforese

A analise dos produtos amplificados pela PCR convencional foi realizada
através da técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5% constituido de
tampao TBE 1X (0,045M Tris-borato e 1mM EDTA, pH 8) e corante Neotaq
Brilliant Green Plus (7 uL/100 mL), seguido de imersao em cuba horizontal com
tampéao de corrida TBE 0,5X. O gel foi submetido a voltagem constante de 100
V e posterior observagcao em fotodocumentador. As bandas foram comparadas

com padrao de peso molecular que possui fragmentos multiplos.

5.2.4 Clonagem

O procedimento de clonagem foi realizado em algumas amostras (Quadro
5 e 12) que nao obtiveram bom resultado no sequenciamento e também com
amostras que nao alcangaram valor minimo de quantificagao para a realizagao
do sequenciamento. O procedimento de clonagem seguiu o protocolo do kit
pGEM-T Easy (Promega, Madison, EUA).

5.2.5 Purificagao e preparo das amostras para o sequenciamento
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Para as amostras que foram amplificadas pelas reacdes de seminested
e/ou nested, na eletroforese foi observado que havia mais de uma banda
amplificada na mesma amostra. Dessa maneira foi necessario utilizar todo o
produto dessas reagdes, aplicar no gel de agarose, recortar a banda de interesse
e por fim purificar. Essa purificacao foi realizada com o kit GFX™ PCR DNA and
GEL Band Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido).

Como as amostras oriundas da clonagem apresentaram bandas unicas no
gel de agarose, foi possivel purificar o produto da reacdo de PCR. Nesse caso,
a purificagao utilizou beads magnéticas e estante magnética Dynal® (Invitrogen,
Oslo, Noruega), de acordo com o seguinte protocolo: homogeneizagdo do
volume de PCR em tubos de 1,5 mL para 2X o volume de beads, incubagao por
cinco minutos, disposicdo dos tubos na estante magnética, incubagéo por 2
minutos, retirada do liquido do tubo sem tocar nas beads e lavagem das mesmas
com 200 uL de etanol 80%. Apds 30 segundos retirada do etanol, repetir o
procedimento, retirada de todo o conteudo e espera de dez minutos até as beads
secarem.

Em seguida, retirada do tubo da estante magnética e homogeneizagao das
beads com 30 pL de agua nuclease free, incubagdo de cinco minutos,
posteriormente reposicionamento dos tubos na estante magnética e espera de
dois minutos. Retirada do eluido (30 yL) e acondicionamento em novo tubo de
1,5 mL.

Depois que as amostras foram purificadas, a proxima etapa consistiu na
quantificacdo, a qual foi realizada no equipamento de espectrofotometria
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nano Drop Tecnologies Inc.,
Wilmington, DE, USA). Apds esse procedimento, foi realizado o preparo das
amostras para o sequenciamento, que consistiu em utilizar 7,5 yL da amostra
purificada e 1,5 pL de primer. E importante ressaltar que para se obter bom

resultado foram utilizados os dois primers (foward e reverse).
5.2.6 Sequenciamento
As amostras obtidas pela amplificacdo da PCR convencional e pela

clonagem foram sequenciadas pelo método de Sanger utilizando primer da PCR
ou do plasmideo, respectivamente (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).
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O sequenciamento de DNA foi realizado no Instituto de Biotecnologia —
IBTEC - Unesp Campus Botucatu. O equipamento utilizado foi o sequenciador

automatico de DNA (Sanger), modelo ABI 3500 (Applied Biosystems).

5.2.7 Analise das sequéncias obtidas da regido do gene gag

correspondente a p26 e da gp 90 pertencente ao gene env.

A amostras foram analisadas em conjunto com POCONE-BRAO1 e
POCONE-BRAO2. Primeiramente, as amostras foram alinhadas pelo programa
Clustal W e, em seguida, foi realizada a analise de identidade no programa

Geneious®.

5.2.7.1 Selegao e analise dos epitopos da p26 (gene gag) e gp 90 (gene
env).

Os epitopos (Quadro 6 e 13) foram selecionados a partir do banco de dados
The Immune Epitope Database (IEDB) e do banco de dados publico do NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Foram selecionadas todas a
sequéncias publicadas das regides deste estudo.

As sequéncias correspondentes aos epitopos foram alinhadas utilizando a
ferramenta de alinhamento multiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) e em seguida, o
alinhamento resultante foi analisado com um script Python elaborado para
determinar a frequéncia de residuos de aminoacidos presentes nas diversas
posicdes correspondentes aos epitopos.

O programa GeneDoc 2.7® (NICHOLAS e NICHOLAS, 1997) foi utilizado
na analise estrutural dos epitopos (Quadro 6 e 13) com base nas sequéncias
POCONE-BRAO0O1, POCONE-BRAOZ2 e nas sequéncias disponiveis no banco de
dados publico do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Este
item foi executado em colaboragdao com o Co-orientador Prof. Dr. Angelo José

Magro.

5.2.8 Analise filogenética
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Na analise filogenética, foram utilizadas as sequéncias completas da regiao
p26 do gene gag e da regiao gp90 do gene env, das amostras deste projeto em
conjunto com as sequéncias POCONE-BRAO1, POCONE-BRAO2, Liaoning
(AF327877), Devon (MH580897), Cornwall (MH580898), IRE F2 (JX480631),
IRE F3 (JX480632), IRE F4 (JX480633), IRE H3 (JX480634), Miyazaki
(JX003263), Wyoming (AF033820), ITA SA (KM247555), ITA DE (KM247554),
SERB-1 (MT338937.1), Bau Gard co (MK593462.1), Ecl Gard co (MK593463.1),
Wyoming (AF033820), DLV8-2 (HM141915.1), DV31-2 (HM141919.1), DV10-3
(HM141910.1), DV3-5 (HM141909.1), DLV2-6 (HM141920.1), DLV9-7
(HM141922.1), DLV18-8 (HM141923.1), DLV19-9 (HM141917.1), DLV5-10
(HM141921.1), DLV15-16 (HM141918.1), DLV10-19 (HM141916.1), DLV7-18
(HM141914.1), DLV3-A (HM141913.1), DV117 (HM141912.1), DV35-20
(HM141911.1).

O alinhamento e a arvore filogenética foram obtidos utilizando o programa
MEGA X (KUMAR, et al., 2018). As sequéncias foram alinhadas pelo algoritmo
CLUSTAL W (LARKIN, et al., 2007). O método Maximum Likelihood e o modelo
evolutivo Jones — Taylor — Thornton (JTT) foram utilizados na construgdo das
arvores filogenéticas com bootstrapping de 1000 replicadas (JONES; TAYLOR;
THOMTON, 1992; KUMAR et al., 2018).

6 RESULTADOS

Tendo em vista a dificuldade de amplificagdo das amostras foi preciso
utilizar algumas estratégias, deste modo, varias reagcbes foram padronizadas.
Algumas amostras amplificaram com um tipo de reagdo, outras exigiram
diferentes reagdes. E ainda, algumas amostras necessitaram de duas a trés
amplificacbes apds a reacao de PCR.

Com todas as estratégias aplicadas para a amplificagcdo da p26 do gene
gag foi obtido o sequenciamento de Sanger de 63 amostras (Quadro 5) sendo
que 27 amostras foram reunidas no grupo concordante (amostras positivas para
AIE nos testes sorolégicos e moleculares) e o restante no grupo discordante

(amostras com resultados diferentes entre o sorodiagnéstico e o diagndstico
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molecular). Em 35 amostras foi efetuado o procedimento de clonagem (Quadro
5).

Vale ressaltar, que em trés amostras foi obtido o sequenciamento completo
da regido p26 do gene gag, porém apresentaram cédons de parada substituindo

0s aminoacidos e portanto, foram retiradas das analises.

QUADRO 5 - Combinagdes dos primers utilizados na amplificagao e clonagem das amostras
juntamente com o resultado dos testes sorolégicos e moleculares das 63 amostras.

Continua

e, . Semi- Combinacoes AT
ou Animal |IDGA | ELISA Nested qPCR |Clonag | Seq dos primers da
Prop. clonag
1 1 + + + sim sim AB,F B
1 3 + + + + sim sim AB,J J
1 5 + + - + nao sim D,B,H,F,J

1 6 i + + + sim sim AB,C B,C
1 8 + + + + sim sim AB,C B,C
1 11 + + + + sim sim A,B,C B,C
1 13 + + + + sim sim AB,C B,C
2 7535 + | s/dado - + sim sim D,GH,J H
2 8996 + + + + sim sim D.E.F B
2 8998 i i + + sim sim AB,N B
2 9000 i i + + nao sim D,E,F

3 7573 - i + + sim sim AB,K.M\N B,K
3 7575 + |s/dado| + + sim | sim D,G,J,K K
3 7586 * * + + nao sim D,E,F

3 7599 + | s/dado + + nao sim AGH,J

3 7647 - + - + nao sim A,GMN

3 9105 - - + + nao sim AB,C

4 7640 - - - + sim sim AB,C,M B
4 7722 + |s/dado + 3 nao sim AB,C

4 7996 + |s/dado| - + ndo | sim AG,0

4 7998 + |s/dado| + + sim | sim AG,JK K
4 8002 + | s/dado + + sim sim D,GH,J H
4 8003 + |s/dado| + + ndo | sim AB,C

4 8005 + |s/dado| + + ndo | sim AB,C

4 9203 v v + + sim sim AB,C B,C
4 9206 * * + + sim sim AB,C C
5 7683 + | s/dado + + sim sim A,B,CH C
5 7716 - * + + nao sim ACG

5 7728 - - + + sim sim 1,G,K,O K
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Conclusado

e . Semi- Combinagoes | Alvos da
ou Animal |IDGA | ELISA Nested gqPCR |Clonag | Seq dos primers | clonag
Prop

5 7734 - i + + sim sim A,B.K.M\N K
5 7740 + |s/dado| + + sim | sim 1,G,K,M,N K
5 7960 - - + + sim sim A,G,N N
5 7966 + | s/dado + + nao sim D,E,F

5 7981 - - + - nao sim A,B,K,O

5 7991 - - + + nao sim D,E,F

5 9207 v v + + ndo sim AC,G

6 7697 *+ |s/dado + + sim sim I,G,L L
6 7731 - - + + sim sim AB,F.G F
6 9213 + + + + sim sim AB.,C C
6 9214 + + + + nao sim D,E,F

7 8013 + |s/dado + + ndo sim D,E,F

7 8014 - i + + sim sim AGH,J G
7 8017 - + + + sim sim I,G,K,N K
7 8018 + + - + sim sim AB.,C B
7 8019 - + + + nao sim A,G,M,N

7 8020 - + - + nao sim AB,G,J

7 8052 - - + sim sim A,B.K,O K
7 8159 - v + + sim sim AB,H B,.M
7 8983 v v - + nao sim AB,C

7 8988 i i + + sim sim AB,C B,C
7 8990 * * + + sim sim AB.H,P B
8 8070 - - + + nao sim A,G N

8 8083 - v - + ndo sim AC,G,N

8 8085 + |s/dado| + + sim | sim AC,G G
8 8086 - v + + sim sim A,B.K,O K
8 8087 - + + + sim sim AB.F F
8 8088 - v + + nao sim A,B,M,N

8 8089 - v - + nao sim I,GH,J

9 8146 i - - + sim sim A,G,KM,N KM
10 3601 + + - + nao sim AB,F,.G

11 3613 - + + + nao sim A,CE

12 3621 = + + + nao sim A,B,J

13 6611 - |s/dado + + nao sim AB,C

Legenda: Faz: Fazenda; Prop: Proprietario; Clonag: Clonagem; Seq: Sequenciamento; Comb:
Combinagao; +: amostra positiva; -: amostra negativa; i: resultado indeterminado; IDGA:
Imunodifusdo em Gel de Agar; ELISA: Enzyme-linked immuno sorbent assay; gqPCR: PCR em

tempo real.
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O Anexo 1 exibe o alinhamento de nucleotideos de todas as sequéncias
obtidas para a regido codificadora da p26 juntamente com as sequéncias
POCONE-BRAO1 e POCONE-BRAO2. Na figura 11 pode ser observada a

analise filogenética da p26 (gene gag) das 63 sequéncias de aminoacidos

juntamente com outras sequéncias de diferentes regides geograficas.

— 7535
— 7960
POCONE-BRA02
(— 8087
— 7998
8002
7728
7981

(— 8089

5

716
8014
8052
8020
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8017
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7734
4*799

8990
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FIGURA 11 - Analise filogenética da regiao da p26 do gene gag do virus da Anemia infecciosa
equina.

Legenda: Arvore filogenética utilizando o método Maximum Likelihood e o modelo evolutivo
Jones — Taylor — Thornton (JTT). A arvore foi enraizada no ponto médio. Valores de Bootstrap
menores que 70 foram omitidos.
Isolados de diferentes regides geograficas identificados com o nome de referéncia, nimero de
acesso e pais respectivamente:
Wyoming_AF033820 Estados Unidos; Cornwall_MH580898.1 Reino Unido; KT764951.1 Franga;

Ecl Gar co _MK593463.1 Franga; Devon_MH580897.1 Reino Unido; Bau Gard co MK593462.1
Franca; IRE_F3 JX480632 Irlanda; IRE_H3 JX480634 Irlanda; IRE_F2 JX480631 Irlanda;
IRE_F4_JX480633 Irlanda; ITA_DE_KM247554 Italia; ITA_SA_KM247555 Italia;
Miyazaki_JX003263 Jap&o; Liaoning_AF327877 China; DLV9-7_HM141922.1 China; DV10-
3_HM141910.1 China; DV312_HM141919.1 China; DV3-5_HM141909.1 China;
DV117_HM141912.1 China; DV35-20_HM141911.1 China; DLV15-16_HM141918.1 China;
DLV18-8_HM141923.1 China; DLV5-10_HM141921.1 China; DLV19-9_HM141917.1 China;
DLV10-19_HM141916.1 China; DLV2-6_HM141920.1 China; DLV3-A_HM141913.1 China;
DLV8-2_HM141915.1 China; DLV718__HM141914.1 China.

As sequéncias de nucleotideos obtidas foram alinhadas e comparadas com
as sequéncias POCONE-BRAO1, POCONE-BRAO2 e Wyoming. A identidade de
POCONE-BRAO1 confrontada com as sequéncias variou de 88,01 a 98,08%, e
a POCONE-BRAOQ2 a variacgéo foi de 89,43 a 99,86%. A de Wyoming (AF033820)
identidade observada em relagao a p26 do gene gag variou de 77,73 a 82,98%.

Na analise estrutural dos cinco epitopos presentes no quadro 6 nao foi
observado diferencga estrutural. O anexo 2, exibe o alinhamento estrutural dos

mesmos.

QUADRO 6 - Epitopos da proteina p26 pertencente ao gene gag.

Epitopo POCONE-BRA01 POCONE-BRA02
HU et al., 2016 "NLDKIAEE® "L LDKMAED® "*LLDKIAED®
CHONG et al., 1991 "“*KEPYPEFVDRLLSQI™ "“*KEPYPEFVDRLLSQI™ "KEPYPEFVDRLLSQI
HU et al., 2016 '“*RNAMRHLRPEDTLEEKMYAC®"] "*RNAMRHLRPEDSLEEKLYAC™™®"*KNAMRHLRPEDTLEEKLYAC®™
SOUTULLO et al., 2007 “PNAMRHL®® “NAMRHL** “ONAMRHL®®
SOUTULLO et al., 2007 ZEMYACRD®? “LYACRD** 218 YACRD™®

Os quadros de 7 a 11 ilustram a analise das frequéncias dos aminoacidos,
encontradas nas diferentes posigbes dos epitopos da p26 do gene gag. A

frequéncia de aminoacidos dos epitopos, apresentou maior correspondéncia
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com POCONE-BRAO2, porém apresentou algumas divergéncias em relagéo a

sequéncia de referéncia.

QUADRO 7 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢oes do Epitopo 1.

Epitopo 1 (gagp26) - *NLDKIAEE®®
Posicéao Residuos de aminoacidos (frequéncia)
1-N | L(76,6%) |[N(18,0%)|V(2,1%) [A(1,1%) |C(1,1%) [I (1,1%)
2-L | L(96,8%) |1(1,1%)
3-D |D(90,4%) [E(9,6%)
4-K | K(100%)
5-1 1(92,5%) [M(3,2%) |V(1,1%)
6-A |A(98,9%) [T(1,1%)
7-E |E(89,3%) [Q(6.4%) |D(3,2%)
8-E |D(79,8%) [E(18,0%)|N(1,1%)

Legenda: A: Alanina, N: Asparagina, D: Acido aspartico, E: Acido glutamico, C: Cisteina,

Q: Glutamina, I: Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, M: Metionina, T: Treonina, V: Valina.



QUADRO 8 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢cées do Epitopo 2.

Epitopo 2 (gagp26) -
1S8KEPYPEFVDRLLSQI'2
Posicoes Residuos de nami.noécidos
(frequéncia
1-K K(100%)
2-E E(100%)
3-P P(100%)
4-Y Y(98,9%) | H(1,1%)
5-P P(97,9%) | Q(1,1%) | T(1,1%)
6- E E(83,0%) [ D(15,9%) | X(1,1%)
7-F F(100%)
8-V V(87,2%) | 1(11,7%) | L(1,1%)
9-D D(98,9%) | X(1,1%)
10-R | R(100%)
11-L | L(95,7%) | X (3,2%) | | (1,1%)
12-L L(100%)
13-8 S(100%)
14-Q | Q(100%)
15-1 1 (92,5%) | V(6,4%) | X(1,1%)
Legenda:

51

R: Arginina, D: Acido aspartico, E: Acido glutamico, Q: Glutamina, H: Histidina, I:
Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, F: Fenilanina, P: Prolina, S: Serina, Y: Tirosina, T:

Treonina, V: Valina.
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QUADRO 9 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢ées do Epitopo 3.

Epitopo 3 (gagp26) -
199RNAMRHLRPEDTLEEKMYAC?2'8

Posicdo | Residuos de aminoacidos (frequéncia)

1-R  |K(94,7%) |R(3,2%) |E(1,0%) [X(1,0%)
2-N  |N(90,4%) |A(6,4%) |S(3,2%)
3-A  |A©98,9%) |T(1,1%)
4-M  [M(98,9%) |L(1,1%)
5-R  |R(97,9%) |X(2,1%)
6-H |H(100,0%)
7-L | L(100,0%)
8-R |R(96,8%) |X(3,2%)
9P [P(91,5%) |S(5,3%) |X(3,2%)
10-E | E(98,9%) |K(1,1%)
11-D | D(100,0%)
12-T | T(85,1%) |S(11,7%) [X(2,1%) |K(1,1%)
13-L | L(100,0%)
14-E  |E(98,9%) |X(1,1%)
15-E  |E(92,5%) |D(5,3%) |K(1,1%) [X(1,1%)
16-K  [K(100,0%)
17-M |L(79,8%) |M(20,2%)
18-Y | Y(100,0%)
19-A  |A(98,9%) |T(1,1%)
20-C | C(97,9%) |Y(2,1%)

Legenda:
A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, D: Acido aspartico, E: Acido glutamico,
C: Cisteina, H: Histidina, L: Leucina, K: Lisina, M: Metionina, P: Prolina, S: Serina, Y:

Tirosina, T: Treonina.
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QUADRO 10 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢des do Epitopo 4.

Epitopo 4 (gagp26) - 2°°NAMRHL?2%®
Posicoes | Residuos de aminoacidos (frequéncia)
1-N N(90,4%) |A(6,4%) |S(3,2%)
2-A A(98,9%) [T(1,1%)
3-M M(98,9%) |L(1,1%)
4-R R(97,9%) | X(2,1%)
5-H H(100,0%)
6-L L(100%)

Legenda:
A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, H: Histidina, L: Leucina, M:

Metionina, S: Serina, T: Treonina.

QUADRO 11 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢des do Epitopo 5.

Epitopo 5 (gagp26) —
215MYACRD220
Residuos de

Posicoes aminoacidos
(frequéncia)

1-M  |L(79,8%) |M (20,2%)

2-Y |Y (100%)

3-A |A(97,9%) |T(1,1%)

4-C C(97,9%) |Y (2,1%)

5-R R (98,9%) |X (1,1%)

6-D D (98,9%) |E (1,1%)
Legenda:

A: Alanina, R: Arginina, D: Acido aspartico, E: Acido glutamico, C:

Cisteina, L: Leucina, M: Metionina, Y: Tirosina, T: Treonina.

Em relagdo as sequéncias da regiao do gene env correspondente a gp90,
varias estratégias foram utilizadas, tendo como base as que foram executadas
para o gene gag. Dessa maneira, varios primers foram desenhados (Quadro 4),
apesar disso, em algumas amostras foi obtido o sequenciamento parcial.

Ao todo foram sequenciadas 55 amostras, sendo 31 com sequenciamento

completo e 24 sequéncias parciais (Quadro 12). E ainda essas amostras foram
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reunidas em dois grupos: concordante contendo 26 amostras e discordantes
com 29 amostras. Em 36 amostras foi realizado o procedimento de clonagem
(Quadro 12). Assim como ocorreu com algumas amostras no gene gag, no gene

env uma amostra apresentou stop cédon no meio da sequéncia.

QUADRO 12 - Combinagbes dos oligonucleotideos utilizados na amplificacdo e clonagem das
amostras juntamente com o resultado dos testes sorolégicos e moleculares.

Continua
ez . Semi- Comb. dos AT
ou |Animal |IDGA | ELISA Nested qPCR | Clonag | Seq primers da
Prop clonag

1 1 + + + + sim parcial A,B,D,E E
1 3 + + + + sim sim | AB,D,E,K,N,O 0
1 5 + + - + néao sim A,B,D,E,K,N,O0

1 6 i + + sim sim | AB,D,E,K\N,O 0
1 8 + + + + sim sim A,B,D,E,N,O (0]
1 9 + - - + sim sim A,B,D,E,LN,O 0
1 11 i i + i sim | parcial AB,D,E E
1 13 + + + + sim sim A,B,C,D,E,L E
2 8996 i i + + sim sim | AB,D,E,K\N,O E
2 8998 T T + + nao sim AB,C,D,EK,N

2 9000 + + + + sim | parcial A,B.D.E K B
3 7573 - i + + sim | parcial B,O,D,E,J (©)
3 | 7575 | + |s/dado| + + sim | parcial | AB,0,P,D,E E
3 7586 T T + + sim sim | AB,D,E,K\N,O 0
3 | 7599 | + |s/dado| + + sim sim | AB,D,G,J,N,0 B,O
3 7671 + + + + sim | parcial AB.E B
3 9105 - - + + sim sim | AB,D,E,K,N,O 0
4 7640 - - - + sim sim |AB,D,LKNN,O,S 0,S
4 7722 + |s/dado + - sim sim A,B,C,D,E E
4 | 7996 | * |s/dado| . + ndo | sim D,F,H,N,OR

4 | 7998 | + |s/dado| + + ndo | sim AB,CD,E

4 | 8002 + |s/dado| + + sim | parcial A,B,D,G B
4 | 8003 | * |s/dado| + + sim sim AD,E,K,N,0 0
4 8005 + |s/dado + + nao sim | AB,D,E,K,N,O

4 9203 + + + + ndo |parcial A,B,.D.E

4 9206 i i + + nao sim AB,CD,E

5 7716 - * + + ndo | parcial G,N,O,P

5 7728 - - + + ndo | parcial D,E

5 7734 - i + + sim sim |AB,D,G,J,K,N,O B,O
5 7740 + | s/dado + + sim | parcial AB B
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Conclusdo
I:)auz Animal | IDGA | ELISA A‘femi' GPCR |Clonag| Seq | Comb:dos AI"J’:S
Prop ested primers clonag
5 7960 - - + sim | parcial AB B
5 | 7966 | + |s/dado| + + sim sim | AB,D,E,K,N,0 0
5 7981 - - + - nao sim G,L,N,0,Q,S
5 7991 - - + + sim |parcial| D,E,G,0,R,S @)
5 9207 T v + + sim sim | AB,D,EK\N,O 0
6 7731 - - + + sim | parcial A,B,D,E E
6 9213 T i + + ndo sim | AB,D,EK\N,O
6 9214 i + + sim sim | AB,D,E,K,N,O 0
7 8017 - i + + ndo | parcial D,L,S
7 8018 + + - + sim |parcial | AB,C,D,E.K.M B
7 8020 - + - + sim | parcial D,KN,O,S, 0]
7 8052 - - + + ndo | parcial D,E,N,O
7 8983 i i - + nio sim A,B,D,E,N,O E
7 8988 T v + + ndo sim D,E,K,N,0,Q
7 8990 + + + + nao sim | AB,D,EKNO
8 8070 - - + + sim sim | AB,D,J,N,O,S J
8 8083 - + - + ndo | parcial AB,D,G
8 | 8085 | + |s/dado| + + ndo |parcial| A,B,D,E,Q,S
8 8087 - + + + ndo | parcial D,K
8 8088 - v + + ndo |parcial G,N,0,S
8 8089 - v - + sim sim | AB,D,EKN,O B
9 8146 i - - + sim sim |AB,CDF,GJK F
9 8159 - + + + sim | parcial A,B,D,G,| B,
10 3601 + - + sim | parcial AB B
11 3613 - + + + sim sim A,D,E.K,N,O E,O

Legenda: Faz: Fazenda; Prop: Proprietario; Clonag: Clonagem; Seq: Sequenciamento; Comb:

Combinagao; +: amostra positiva; -:

amostra negativa; i

Imunodifusdo em Gel de Agar; ELISA: Enzyme-linked immuno sorbent assay.

resultado indeterminado; IDGA:

As 31 amostras foram alinhadas e comparadas com as sequéncias

POCONE-BRAO1 e POCONE-BRAO2. A identidade de POCONE-BRAO1

confrontada com as sequéncias variou de 73,35 a 78,85%, e a POCONE-BRAO02

a variacgao foi de 73,04 a 95,23%.

O Anexo 3 ilustra o alinhamento de nucleotideos da regiao codificadora da

gp90 de todas as sequéncias em conjunto com as sequéncias POCONE-BRAO1

e POCONE-BRAO2. Na figura 12 é apresentada a analise filogenética da regido
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gp90 (gene env) das 31 sequéncias juntamente com outras sequéncias de

diferentes regides geograficas.
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FIGURA 12 - Analise filogenética da regido da gp90 do gene env do virus da Anemia infecciosa
equina.

Legenda: Arvore filogenética utilizando o método Maximum Likelihood e o modelo evolutivo
Jones — Taylor — Thornton (JTT). A arvore foi enraizada no ponto médio. Valores de Bootstrap
menores que 70 foram omitidos.

Isolados de diferentes regides geograficas identificados com o nome de referéncia, nimero de
acesso e pais respectivamente:

Wyoming_AF033820 Estados Unidos; Cornwall_MH580898.1 Reino Unido; KT764951.1

Franca; Ecl Gar co _MK593463.1 Franca; Devon_MH580897.1 Reino Unido; Bau Gard
co_MK593462.1 Franga; IRE_F3_JX480632 Irlanda; IRE_H3_JX480634 Irlanda;
IRE_F2_JX480631 Irlanda; IRE_F4_JX480633 Irlanda; ITA_DE_KM247554 ltalia;
ITA_SA_KM247555 Italia; Miyazaki_JX003263 Japao; Liaoning_AF327877 China; DLV9-
7_HM141922.1 China; DV10-3_HM141910.1 China; DV312_HM141919.1 China; DV3-
5_HM141909.1 China; DV117_HM141912.1 China; DV35-20_HM141911.1 China; DLV15-
16_HM141918.1 China; DLV18-8 HM141923.1 China; DLV5-10_HM141921.1 China; DLV19-
9 HM141917.1 China; DLV10-19_HM141916.1 China; DLV2-6_HM141920.1 China; DLV3-
A _HM141913.1 China; DLV8-2_HM141915.1 China; DLV718__HM141914.1 China.

O quadro 14 apresenta a analise das frequéncias dos aminoacidos,
referente as posigdes do epitopo da gp90 do gene env. Os outros epitopos
(Quadro 13) foram analisados, porém nao tiveram correspondéncias com as
sequéncias analisadas, somente a sequéncia Wyoming (AF033820) foi
correspondente, assim so foi realizada a analise do epitopo 1.

A identidade da sequéncia Wyoming confrontada com as amostras deste
trabalho variou de 58,92 a 64,20%.

QUADRO 13 - Analise estrutural dos epitopo da gp90 correspondente ao gene env.

Epitopo POCONE-BRA01 POCONE-BRAD2
BALL et al., 1991 ZENINDTDTWIPZ* | Z5VQNDNNTWSP* | 270y NDNRTWAPZE
BALL et al., 1991 SSNSVRVEDVT™
RIDGELY: McGUIRE, 2002 | "*RVEDVTNTAEYW="
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QUADRO 14 - Frequéncias dos aminoacidos encontradas nas posi¢des do Epitopo 1

Epitopo 1 (gp90) - 225NINDTDTWIP2#

Posicoes Residuos de aminoacidos (frequéncia)
1-N Q(73,3%) |E(8,3%) |R(6,6%) [N(5,0%) [A(1,7%) [D(1,7%) |L(1,7%) |P(1,7%)
2-1 Y(42,6%) |1(13,1%) [R(13,1%) |S(13,1%) |Q(6,6%) [ N(4,9%) |L(3,4%) |C(1,6%)
3-N N(39,4%) [D(26,2%) |S(6,6%) E(1,6%) G(1,6%) | Q(1,6%)
4-D D(34,4%) [N(31,1%) |K(16,4%) |G(11,5%)
5-T N(34,4%) |[S(8,2%) |T(1,6%)
6-D N(36,0%) [R(23,0%) |S(16,4%) [T(11,5%) |D(6,6%) | E(1,6%)
7-T T(85,2%) |S(13,1%)
8-W W(98,4%)
9-1 A(39,3%) |1(34,5%) [V(16,5%) |R(1,6%) |S(1,6%) |Y(1,6%)
10-P P(98,4%) |L(1,6%)
Legenda:

A: Alanina, R: Arginina, N: Asparagina, D: Acido aspartico, E: Acido glutamico, C:
Cisteina, G: Glicina, Q: Glutamina, I: Isoleucina, L: Leucina, K: Lisina, P: Prolina, S:

Serina, Y: Tirosina, T: Treonina, W: Triptofano, V: Valina.

Na avaliagao estrutural da gp90, poucas regides se mostram conservadas
(Anexo 4), dos trés epitopos escolhidos (Quadro 13), apenas um apresentou
correspondéncia com as frequéncias dos aminoacidos analisados, a partir do
alinhamento foi possivel observar que a regido em questdo apresenta:
substituicbes, delecdes e gaps.

Como foi utilizada a clonagem em algumas amostras, foi obtido clones de
determinadas sequéncias. Os clones da regido gp90 do gene env foram
analisados e alinhados juntamente com as sequéncias de POCONE-BRAO1 e
POCONE-BRAOQO2. Foram obtidos clones oriundos das amostras da combinacao

das reagdes B, E e O (Anexos 5 a 29).

7 DISCUSSAO

A variabilidade do virus da AIE contribui para sobrevivéncia do mesmo no

hospedeiro, porém dificulta sua detec¢cao, como pode ser observado no presente



59

estudo. Apesar da quantidade de primers testados, muitas amostras ainda nao
foram amplificadas totalmente para as regides alvo (LICHTENSTEIN; ISSEL,;
MONTELARO, 1996; NAGARAJAN; SIMMARD, 2007; QUILIVAN; COOK;
CULLINANE et al., 2007; TIGRE et al., 2017).

Da analise de identidade de nucleotideos, foi observado que as amostras
apresentaram maior nivel de identidade com a sequéncia POCONE-BRAO2 e,
em muitas sequéncias obtidas, quando comparada com as de referéncia foi
observado substituicdo de nucleotideos (anexo 1 e 3) ao longo das sequéncias.

Malossi e colaboradores (2020) referiram que as sequéncias da Bahia,
publicadas por Tigre et al. (2017) (KC213776 e KC213790) quando confrontadas
com sequéncias parciais do gene gag de POCONE-BRAO1 e POCONE-BRA02
apresentaram identidade de nucleotideos variando entre 93,5% a 100%. No
entanto, essas amostras também apresentam substituicdes de nucleotideos.

Tal fato pode ser explicado pelas duas regides terem condutas diferentes
em relagao ao controle do virus da AIE. No Pantanal a eutanasia dos animais
infectados ndo € recomendada em area de alto risco, enquanto em outros locais
€ preconizada pelo PNSE (MALOSSI et al., 2020). Ainda a diferenga de
nucleotideos das amostras do Pantanal, bem como nas amostras deste estudo
pode ser explicada pela manutencdo do virus no hospedeiro e,
consequentemente, o surgimento de mutagbes (KONO et al., 1973;
MONTELARO et al., 1984).

O stop cédon que ocorreu em trés amostras da sequéncia da regiao p26, e
em uma para a regiao gp90 provavelmente é resultado das mutagdes G>A em
cddons TGG, sendo indicativos de hipermutagdo. No HVI, os cédons de parada
também ocorrem, e de acordo com HARRIS; LIDDAMENT (2004) esse
mecanismo pode ser mediado pela proteina humana APOBEC3G. Nos ciclos
replicativos que ocorrem sem essas alteragdes, o fator de infectividade viral (Vif)
age com o objetivo de antagonizar o efeito de APOBEC, impedindo a
deaminacéo e consequentemente a mutacéao viral. Assim acredita-se que virus
da AIE utilize os genes A3 com a mesma finalidade, ja que n&o possui Vif,
(ROSS, 2009; ZIELONKA et al., 2009).

As amostras que apresentaram os codons de parada, podem se tornar
incapazes de se replicarem (ALLAVENA et al., 2018), ou perdem a capacidade
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de expressao ou ainda podem expressar proteinas virais aberrantes (DELVIKS-
FRANKENBERRY et al., 2016).

A clonagem realizada neste estudo, permitiu observar a grande
variabilidade do virus em questado. E ainda permitiu a analise de quasispecies de
algumas sequéncias, sendo muito utilizada nos estudos de viruléncia e
patogénese (PAYNE et al., 1994; COOK et al; 1998).

O processo da quasispecies nao se limita somente nas mutagées como
resultado da variabilidade genética, outros processos também podem ocorrer
gerando efeitos deletérios para os virus. De acordo com estudo realizado por Liu
et al., (2019) para o gene env da AIE, foram identificadas regides de mutagdes
que estavam associadas a perda da viruléncia. Assim, essa perda acontece de
forma evolutiva, ocorrendo inser¢cdes e delecbes com variadas frequéncias e
locais de mutacdo. E ainda nesse mesmo estudo foi observado que houve um
aumento sucessivo das mutagbes entre as passagens. No presente estudo,
também foram observadas essas insergdes e delegcdes nos clones analisados.

Sob outra perspectiva, as mutagdes geradas pela pressao seletiva podem
ser responsaveis pelas mudancas de tropismo dos virus da AIE em infectar
outras células, fato que ja foi observado no HIV e no SIV que também pertencem
ao género dos lentivirus (CONNORS et al., 1997; EDINGER et al., 1997; LIU et
al., 2005; LIN et al., 2013; BUENO, 2020).

Cappelli e colaboradores (2017) acreditam que as mutagdes geradas pela
pressdo seletiva nas regides do gene env, resistem as modificacbes dos
aminoacidos, sem intervir na fungao e permite a replicagao do virus.

Os estudos da caracterizacédo estrutural das proteinas séo relevantes na
identificacdo das alteracdes de funcionamento, estabilidade e/ou conservacao
das mesmas. Um estudo comparando a conformacgao estrutural cristalina da
glicoproteina gp45 do virus da AlE, a qual esta relacionada a fusdo do virus a
célula hospedeira, com a glicoproteina correlata gp41 do HIV, revelou uma
conformacgédo estrutural diversa na regido proximal do peptideo de fusdo e na
camada rica em asparagina entre as duas proteinas. Foi observado que essas
diferencgas afetaram na replicagdo da gp41 do HIV, porém a gp45 do virus da
AIE nao foi afetada. Assim o virus da AIE tem capacidade para se adaptar as
mutagdes, colaborando para a evolugéo e o surgimento de quasispecies (DUAN
et al., 2016).
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Com relagao a frequéncia de aminoacidos presente nos epitopos, foi
observado que alguns mantiveram suas posi¢cdées como nas sequéncias de
referéncia e também nas sequéncias de POCONE-BRAO1 e POCONE-BRAO2,
como no epitopo 2 e 4 da p26 do gene gag. Dessa maneira é possivel afirmar
que regides na proteina p26 sao conservadas. Alguns trabalhos afirmam que
antigenicamente, a p26 € uma proteina mais estavel e, por isso, é utilizada na
detecgdo de anticorpos de animais infectados pelo virus da AIE (COGGINS,
NORCROSS e NUSBAUN, 1972; MONTELARO et al., 1984; SHANE et al., 1984;
ISSEL et al., 2014).

Em outros epitopos (epitopo 1, posicao 5 da p26 do gene gag; epitopo 3,
posicdes 1 e 12 da p26 do gene gag; epitopo 1 posi¢cado 5 da gp90 do gene env)
a frequéncia de aminoacidos nas posicoes da sequéncia de referéncia, de
POCONE-BRAO1 e de POCONE-BRAO2 apresentaram diferengas, algumas
posicdes o0 aa (aminoacido) substituido pertence ao mesmo grupo fisico-quimico,
porém pequenas modificacdes de aminoacidos podem modificar a estrutura e
fungdo da proteina (DURHAM, 2007).

Alguns epitopos apresentaram substituicdo de aminoacido pelo mesmo
grupo, porém a cadeia lateral pequena foi substituida por uma de maiores
dimensdes, o que pode induzir a desestabilizacdo da proteina, sendo que a
estabilidade é dependente da variagao de energia entre os estados enovelado e
desenovelado (AG) (NELSON; LEHNINGER; COX, 2019). Este fato foi
observado no epitopo 1, posi¢cao 8 da p26 do gene gag; epitopo 5, posi¢céo 1 da
p26 do gene gag; epitopo 1, posicdo 1 da gp90 do gene env; epitopo 9, posicéo
1 da gp90 do gene env. Essa alteragdo pode acarretar mudangas na
conformagéo da proteina e pode fazer como que esses epitopos ndo sejam
reconhecidos.

Os epitopos que apresentaram substituicdo de aminoacidos de grupos com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes podem resultar em mudancas na
conformacdo das proteinas, e consequentemente resultar no nao
reconhecimento desses epitopos. Dentre todos analisados, o epitopo 1, posicao
1 da p26 do gene gag; o epitopo 1, posigdes 2 e 6 da gp90 do gene env
revelaram este fato.

As mudancgas nas propriedades fisico-quimicas, podem propiciar alteracdes

na superficie viral. Com isso, novos sitios de interacdo podem ser formados e,
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consequentemente, pode haver o aumento da afinidade por receptores, os quais
podem ser utilizados pelo virus ou podem permitir o reconhecimento de novas
moléculas. Esses fatores poderiam aumentar a capacidade de invasao celular
dos virus mutantes e assim alterar o reconhecimento das células-alvo do virus.
O aumento da afinidade por receptores pode ser explicado pelos fendbmenos da
entalpia/entropia que ocorrem como resultado da interagdo entre moléculas
(GILLI et al., 1994; DUNITZ, 1995; QIAN, 1998; BREITEN et al., 2013;
CHODERA e MOBLEY, 2013; RYDE, 2014).

Dos cinco epitopos da p26 do gene gag analisados, apenas um aa
apresentou a mudanca de grupo, ja na gp90 do gene env essa diferenga ocorreu
em dois aminoacidos dentro do mesmo epitopo. Além disso, dentre os epitopos
analisados para a regido gp90, somente um foi analisado, pois os outro n&o
tiveram correspondéncia. Isso reforga que as mutagdées na gp90 do gene env
resultam em mudancas da proteina, sendo mutagdes de maior impacto.
(MONTELARO et al., 1984; HOWE et al., 2002; CRAIGO; MONTELARO, 2010)

Os epitopos do p26, avaliados em relacdo ao alinhamento estrutural, ndo
apresentaram diferenga tanto no grupo concordante como no discordante
(Anexo 2). Assim, pode-se afirmar que a p26 € uma proteina conservada, de
modo similar ao encontrado em outros estudos (CHONG et al., 1991; McGUIRE
et al., 2000; FRASER et al., 2002; COOK et al., 2013).

Os epitopos do gene env da regiao gp90, quando avaliados pelo
alinhamento estrutural, apresentaram regides mais varidveis, com algumas
insercdes e delegdes corroborando com estudos prévios que afirmaram que €
uma regiao de predominante variagéo, durante a infecgéo persistente (HOWE et
al., 2002; CRAIGO; MONTELARO, 2010).

Na analise da arvore filogenética (Figuras 11 e 12), foi possivel observar
que as amostras deste projeto apresentam diferengcas entre si. Uma possivel
explicagdo para este fato é a persisténcia do virus nos animais, ja que os
equideos ndo sao eliminados, colaborando para a variabilidade genética
(LICHTENSTEIN; ISSEL; MONTELARO, 1996; LEROUX; ISSEL; MONTELARO,
1997; NAGARAJAN; SIMMARD, 2007 QUILIVAN; COOK; CULLINANE, 2014,
TIGRE et al., 2017).

A analise filogenética foi um estudo prévio, apesar disso foi possivel

verificar que as sequéncias do Pantanal estdo agrupadas em diferentes clados
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das sequéncias dos outros paises indicando diversidade genética, e confirmando
que a localizagdo geografica também é um fator que contribui para a
variabilidade génica do virus (KECKESOVA et al., 2009; CAPOMACCIO et al.,
2012; TIGRE et al., 2017; CURSINO et al., 2020; COSTA et al., 2022).

8 CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS

A maior dificuldade na execug¢ao do projeto foi em relagdo a amplificagéo
das amostras, pois parece que cada amostra tem a sua particularidade. Assim
ha amostras que amplificaram uma parte da sequéncia alvo. No entanto, nao
amplificaram a outra parte, ha amostras quando testadas com determinado par
de primers nao amplificaram, assim foi necessario fazer outra reacéo utilizando
diferentes oligonucleotideos, e ainda em algumas amostras utilizar o recurso da

clonagem.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se concluir que:
e A p26 do gene gag € uma proteina conservada, apesar de
apresentar muitas substituicbes de nucleotideos.

e A gp90 do gene env é uma proteina variavel, porém um animal
infectado, inicialmente produzir anticorpos para essa proteina.
Assim é uma proteina importante, apesar da variabilidade, pois
pode levar a detecgao precoce do individuo infectado.

e Os clones resultantes da técnica de clonagem, evidenciam o
aparecimento das quasispecies, principalmente nas regides da
gp90, o que reafirma que essa € uma regido passivel de mutagao.

e A sequéncia POCONE-BRAO2 exibiu maior nivel de identidade de
nucleotideos com as sequéncias deste trabalho do que a
POCONE-BRAO1.

e As frequéncias dos aminoacidos nos epitopos também foram mais

similares a sequéncia POCONE-BRAO2.
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e Apesar das sequéncias apresentarem correspondéncia com
Wyoming, em relac&o a frequéncia de aminoacidos presentes nos
epitopos, a identidade observada para os dois genes alvo exibiu
resultado abaixo do esperado. Essa divergéncia se deve a
diversidade do virus, o que explica as variagdes e 0 modo como
sdo agrupadas as sequéncias na arvore filogenética.

Os dados obtidos fornecem informacdes relevantes a respeito da evolugao
do virus e sao uteis para estudos sobre a disseminacdo do mesmo. O
sequenciamento e a caracterizagdo do virus sdo de fundamental importancia
para analise e reconhecimento das regides conservadas e hipervariaveis, as
quais podem ser utilizadas para aprimorar os testes de diagnédsticos, sendo uteis

nao apenas para o virus da AlE, mas também para outros lentivirus.
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Anexo 1 - Sequéncias de nucleotideos das 63 amostras alinhadas
compativeis com a regido codificadora da p26 no programa Geneious® pelo

alinhamento ClustalW.
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Legenda:
M: A, C
R:ACGT
S:AG
Y:C, T
W:AC, T
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Anexo 2 - Exibe o alinhamento estrutural dos epitopos da p26.
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Liaoning 1
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9206 1 215
9203 1 208
8089 1 212
8002 1 211
7716 1 213
Ecl Gard c 215
7728 1 211
7981_1 212
7722 1 215
31 215
7731 1 211
7535 1 214
8087 1 214
8019 1 213
7960 1 215
7998 1 214
51 213
8146 1 213
7697 1 213
7996 1 213
7599 1 213
8014 1 215
8052 1 215
8086 1 215
7575 1 214
8017 1 214
8020 1 214
8070 1 214
7734 1 215
7991 1 215
IRE F2 1 215
IRE F4 1 215
IRE H3 1 215
TRE F3 1 215



ITA DE 1
ITA SA 1
9000 1
8996 1
3621 1
8085 1
8988 1
8018 1
9207 1
7586 1
8003 1
9105 1
8005 1
8013 1
6611 1
7683 1
8998 1
7966 1

POCONE-BRA
POCONE-BRA
8990 1
Miyazaki 1
DV35-20 1
DLV9-7 1
DV117 1
DV3-5 1
DV10-3 1
DV31-2 1
DLV3-A 1
DLV8-2 1
DLV2-6_1
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DLV15-16 1
DLV19-9 1
DLV7-18 1
DLV18-8 1
Liaoning 1
DLV5-10 1
DLV10-19 1
Cornwall 1
8159 1

8 1

3601 1
7573 1
8983 1
7647 1
8083 1
9213 1
9214 1
8088 1
7640 1
7740 1
Wyoming 1
EIAV-SERB-
6 1

11 1

13 1

11
Devon 1
3613 1

Bau Gard c
9206 1
9203 1
8089 1
8002 1
7716 1

235
235
235
235
235
235
235
235
228
234
233
228
232
233
232
235
234
232
233
234
235
235
230
235
233
235
235
233
235
235
228
232
231
233

10



Ecl Gard c : RORMALLARAR
7728 1
7981 1
7722 1
31
7731 1
7535 1
8087 1
8019 1
7960 1
7998 1
51
8146 1
7697 1
7996 1
7599 1
8014 1
8052 1
8086 1
7575 1
8017 1
8020 1
8070 1
7734 1
7991 1
IRE F2 1
IRE F4 1
IRE H3 1
IRE F3 1
ITA DE 1
ITA SA 1
9000 1
8996 1
3621 1

235
231
232
235
235
231
234
234
231
235
234
233
233
233
233
233
235
235
235
234
234
234
234
235
235
235
235
235
235
235
235
235
234
234

11



8085 1
8988 1
8018 1
9207 1
7586 1
8003 1
9105 1
8005 1
8013 1
6611 1
7683 1
8998 1
7966 1

ACRDIG
CRDIG
ACRDIG
CRDIG
ACRDIG
CRDIG
ACRDIG
CRDIG
ACRDIG
CRDIG
ACRDIG
CRDIG
ACRDIG

233
232
234
235
232
233
235
235
235
235
235
235
235

12
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Legenda:

Na cor preta: regides conservadas
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Anexo 3 - Sequéncias das 31 amostras alinhadas compativeis com a regido

codificadora da gp90 no programa Geneious® pelo alinhamento ClustalW.
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Legenda:
M: A, C
R:ACG,T
S:A G
Y:C, T
W:AC,T
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Anexo 4 - Exibe o alinhamento estrutural dos epitopos da gp90.
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POCONE-BRAQO1 SRERREAY

POCONE-BRAQO2 PRDRREMN
9207 PRERREMN
9206 PRERREMN
7966 PRERREMN
8996 PRVRREMN
8003 PRERREMN
13 PRDRREMN
7998 PR-RREMN
9213 PRERREMN
9214 PRERRDMN
6 PRDRREMN
8990 PRERREMN
8005 PRERREMN
5 PRDRREMN
7586 PRERREMN
3 PRDRREMN
9105 PRDRREMN
8983 SRERREMN
9 PRDRREMN
8988 PRERREMN
7996 PRDRREMN
7734 PRERREMN
3613 PRDRREMN
8089 PRDRREMN
7640 PRDRREMN
8070 PRDRREMN
7981 PRD-REMN
8 PRDRREMN
7599 PRDRREMN
7722 PRDRRE-N

8998 PRDRREMN
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62
61
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IRE F4 AFMEGCINZECVOTIHTVOOSEPESKGSEKRDYEMEQIEMCYDSS--YKTKMAEGRD————— SRYQEEMI
IRE H3 FMeCInEeCVOTIRIVOOSEPESKGSEKRDYE EGRD-—---- SRYQEEMI
IRE F2 AFMEGCINZECVOTIHTVOOSEPESKGSEKRDYEMEQIEMCYDSS--YKTKMAEGRD————— SRYQEEMI
IRE F3 FMeCInEeCVOTIRIVOOSEPESKGSEKRDYEMEOIMCYDSS—-YKTKMAEGRD————— SRYQEEMI
ITA DE AFMEGCINZECVOTIHTVOOSEPESKGSEKRDYEMEQIEMCYDSS--YKTEMAEGRD————— SRYQEEMI
ITA SA FMeCInEeCVOTIRIVOOSEPESKGSEKRDYKIEOIMCYDSS—-YKTEMAEGRD————— SRYQEEMI
DLV8-2 AFMEGCINZEGCT STIFTTOOTESTDT --QKGDHMYYOIRMCYDDS - -HKEEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DLV18-8 FYGDIPGGISTPITQQTESTDT——QKGDHﬁaYQPYCYNDS——HKEE EARD-—-——-- TRYQEEMN
DLV3-A AFMEGCINZEGCT STIFT TOOTESTDT --QKGDHMYYOlMCYNDS - -HKEEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DLV2-6 FYGDIPGGISTPITQQTESTDT——QKGDHﬁaYQPYCYNGS——HKEE EARD-—-——- TRYQEEMN
DLV5-10 AFMEGCINZEGCT STIFT TOOTESTDT --QKGDHMYFOIEMCYNDS - -HKEEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DLV7-18 FYGGIPGGISTPITQQTESTDT——QKGDHﬁaYQPYCYNDS——HKEE EARD-—-——-- TRYQEEMN
DLV9-7 AFMEGCINZEr T STIFT TOOTESTDT --QKGDHMYYOIMCYNDS - -HKEEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DLV15-16 TFYGGIPGGISTPITQQTESTDT——QKGDHS&YQPYCYNDS——HKEE EARD-—-——-- TRYQEEMN
DLV19-9 AFMEGCINZEGCT STIFRT TOOTESTDT --QKGDHMYYOIMCYNDS - -HKEEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DLV10-19 FYGGIPGGISTPITQQTESTDT——QKGDHﬁaYQPYCYNDS——HKEE EARD-—-——-- TRYQEEMN
Liaoning AFMEGCINZEGCT STIFRT TOOTKSTDT --QKGDHMYYOIMCYNDS - -HKAEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DV3-5 TFYGGIPGGVSTPITQQTESTDT——QKGDHS&YQPYCYNDS——HKAE EARD-—-——- TRYQEEMN
DV31-2 AFMEGCINZECYV STIHT TOOTESTDT --QKGDHMYYOlMCYNDS - -HKAEMAEARD - ———— TRYQEEMN
Dv117 FYGGIPGGVSTPITQQTESTDT——QKGDHﬁaYQPYCYNDS——HKAE EARG-—---- TRYQEEMN
DV10-3 AFMEGCINZECYV STIHT TOOTESTDT --QKGDHMYYOIMCYNDS - -HKAEMAEARD - ———— TRYQEEMN
DV35-20 FMeCIndeCYVSTIHI TOOTESTDT--OKGDHMMY OlMCYNDS —-HKAEMAEARD————— TRYQEEMN
Cornwall AFMECINZECT STIETVOOSREVTE--GKDSHTHEKIMCSDT ISTTGNKMA-————————— RNQEEKP
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65
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9207 : LKEEKEEKEGKGNNDK I[@MEF VT GMMGA - G§ SAIECWGSF 2 127

9206 : LKEEEEEKK-TKSNDK I @UFMLGRMGATGETIWWMHDVAY PHM@ERE T INT\YelE K : 130
7966 : LKEEEEEKK-TKNNDWKT@UE T GMMGATGE TN - MHGVAHP - MINET INT\Ye[EK : 129
8996 : LKEEEEEKE-KRSNDKL@GYFMLGRMGA T GELMWWMHGY A HP HM@RE T 1L S \Yele K : 132
8003 : LKEEKEEKEEKRSNDIRI@UEFVLGRMGATGETIMNWMHGYVAHPHMINET INT\Ye[EeK : 132
13 : LKEDPEEKARKRNNDK T @UFMLGRMGT TG TIMNWMHGYAHPRMINET INT\YelE K : 132
7998 : LKEDPEEKA-KRNNDGQ- T @Y - LGMMGT T GETIMNWMHGYVAHPRMINET INT \Ye[EK : 126

9213 : LKEEKEEKETKRSNDK I @UFMEGIRMGA T GELIRNWMHG YV E HP HMERE T Il T \Yele : 132
9214 : LTEGKEEKETKRSNDKLEGUFMFGRMGAT GE— - —MHGVAHPHMINET INT\Ye[EeK : 129

6 : LKEDPEEKARKRNNDK T @UFMLGRMGT TG TIMNWMHGYAHP —pENE T Il T \YelE K : 131
8990 : LTEEKEEKETKRSNDK I @UFMLGMMGAT GELYNWMHGYVAHPHMINET \Y T \Ye[eK : 131
8005 : LKEDPEEKA-KR-ND- T @UEFVLGRVGT T GETIMNWMHGCYAHP - pENE T INT\YeE K : 118
5 : LKED-EEKARKRNNDK I @UFMLGRMGT T G TIMNWMHGYVAHPRMINET INT \Ye[E€K : 130
7586 : LKEDEEEKKMKNNNDGQK T @UFMLGRMGA T GELIWWMHGY AHPRMINET INT \elE K : 132
3 : LKEDPEEKARKRNNDWK T @UFMTGRMGT T GE TN —MHGYVAHPRMINET INT \Ye[EK : 131
9105 : LKEDSEEKARKRNNDK T @UFMLGRMGT TG TIMNWMHGYAHPRMINE T INT \YelE K : 132
8983 : LKEEKEEKETKRSNDIRI@UFMTLGRMGAT GELYNWMHGYVAHPHMINET INT\Ye[EeK : 132
9 : LKEDPEEKARKRNNDK T@UEFMLGRMGT T GE TN — MGV AHPRMINE T INT \Ye[E K : 131
8988 : LKEEKEEK--EKGNDIK - @M T FGIMMGAT GE LW WMHGYVAHPHMNET INT\Ye[eK : 128
7996 : LKEDSEEKARKRNDGIK T @UFMLGRMGT TG TIMN WGV AHPRMINE T INT \YeE K : 132
7734 : LKEEKEEKEEKRSNDIRI@UEFVLGRMGATGE TN - MHGVAHP - MINET INT\Ye[EeK : 128
3613 : LKEDPEEKARKRNNDK T @UFMLGRMGT TG TIMN WGV AHPRMINE T INT \eE K : 129
8089 : LKEDPEEKARKRNNDWK T @UFMTLGRMGT T G TIMNWMHGYVAHPRMINET INT \Ye[E€K : 132
7640 : LKEDPEEKARKRNNDK T@UFMLGRMGT TG TIMN WGV AHPRMINE T INT \elE K : 132
8070 : LKEDPEEKARKRNNDGWK T @UFMTGRMGT T G€ TN —MHGYVAHPRMINET INT \Ye[EK : 131
7981 : LKEDSEEKARKRNNDK T @UFMLGRVGT TG TIMNWMHGY AHPRMINE T INT \elE K : 131
8 : LKEDPEEKARKRNNDK T @UFMTLGRMGT T G TIMNWMHGYVAHPRMINET INT \Ye[EK : 132
7599 : LKEDPEEKARKRNNDK T @UFMLGRNMGT T GEVIRN WGV AHPRMINET INT \YelE K : 131
7722 : LKEDPEEKARKR-NDK I @UFMLGRMGT T GETIMN NV AHPRMINET INT \Ye[EK : 129
8998 : LKEDPEEKARKRNNDK T @Y ML @GRMGT TG TIMNWIMHGYAHPRMINE T INT \YelE K : 130
8146 : LKEDPEEKARKRNNDK I @UFMTLGRMGT T G TIMNWMHGYVAHPRMINET INT\Ye[E€K : 132
Bau Gard co : LKED--KEAKKEERNUYKMENUT.MI@R.GSVGETIMNWMEGTAHTOIMENET YA INEEK : 128
Miyazaki : QGE---ELKKERRNDIKT@UEFT.LGRL.GTTGEEMIWMHGCOEHS HpN€ P\ \ele : 131
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Legenda:

Na cor preta: regides conservadas



145

Anexo 5 - Clones da amostra 7734 da regiao gp90 da combinacéao B.
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Anexo 6 - Clones da amostra 7599 da regiao gp90 da combinacéao B.
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Anexo 7 - Clones da amostra 8002 da regiao gp90 da combinacéao B.
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Anexo 8 - Clones da amostra 8089 da regiao gp90 da combinacéao B.
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\ | \
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CEBAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTETGATGANMAABMAGTAACAGGEATAAAA
T K G D T | F K P Y C S N K

CCCTATTGTTCAGTCTCCAGAAGAGGCCACTTGTA
P | \ Q S P E E A T C

>

CAAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTATAATGACAATAGTAACAAGGATAAAAAGATGGCGGAAGGAAGAGACCCA
T K G D T | F K P Y C Y N D N S N K D K K M A E G R D P

CAAABMGGGGGETACAGTABMTTAAACCCTATTGTTEHTGATEAGAATAGTAA
T K G T K P Y C N S N

HEGGAAGEGATGGCEMGAAGGAAGAGACCCA
T E A M A E G R D P
CAAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTATAATGACAATAGTAACAAGGATAAAAAGATGGCGGAAGGAAGAGACCCA
T K G D T | F K P Y C Y N D N S N K D K K M A E G R D P
CAAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTATAATGACAATAGTAACAAGGATAAAAAGATGGCGGAAGGAAGAGACCCA
T K G D T | F K P Y C Y N D N S N K D K K M A E G R D P
CAAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTATAATGACAATAGTAACAAGGATAAAAAGATGGCGGAAGGAAGAGACCCA
T K G D T | F K P Y C Y N D N S N K D K K M A E G R D P

CAAAGGGGGATACAATATTTAAACCCTATTGTTATAATGACAATAGTAACAAGGATAAAGAGATGGCGGAAGGAAGAGACCCA
T K G D T | F K P Y C Y N D N S N K D K M A E G R D P

AGAGABMICGAAGAGAA ACCTGAAAGAAGATGICAGAAGAAAABGCAABGAAGAGAAACAATGACTGGTGGAAMATAGGTAT
R R R E L K E D NN E E A K R N N D wow K | G M

AGAGACCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGATCCAGAAGAAAAGGCAAGGAAGAGAAACAATGACTGGTGGAAGATAGGTAT
R D R R E M N L K E D P E E K A R K R N N D wow K | G M

AGAGABMCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGANEAGAGGAAAAGGEAGEEA ABAGAAGCAATGABTGGTGGAIGGATAGGTAT
R R R E M N L K E E E K K R N D woow G M

AGAGACCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGATEEICAGAAGAAAAGGCAAGGAAGAGAAACAATGACTGGTGGAAGATAGGTAT
R D R E M N L K E D E E K A R K R N N D wow K | G M

X

AGAGACCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGATCCAGAAGAAAAGGCAAGGAAGAGAAACAATGACTGGTGGAAGATAGGTAT
R E M N L K E D P E E K A R K R N N D wow K | G M

o
X
X

AGAGACCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGATCCAGAAGAAAAGGCAAGGAAGBIGAAACAATGACTGGTGGAAGATAGGTAT
R R E M N L K E D P E E K A R K el N N D wow K | G M

o
X

AGAGACCGAAGAGAAATGAACCTGAAAGAAGATCCAGAAGAAAAGGCAAGGAAGAGAAACAATGACTGGTGGAAGATAGGTAT
R D R R E M N L K E D P E E K A R K R N N D wow K | G M

GTTEATGCTATGTTTEMATGGGAGCAACAGGAGGAATGCTCTGGTGGTATGAGGEMTGTGGCACABMCCACHEEMTATATAGGATTIGA
F M L C L M G T G G WV L wow Y E HDE V A H P HeH Y | G L
GTTCATGCTATGTTTGATGGGAACAACAGGAGGAATACTCTGGTGGTATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAA
F M L C L M G T T G G | L w oW Y E G \ A H P R Y | G L

GTTHGTGCTETGTTTGATGGGAGCAACAGGAGGEATAMTCTGGTGGTATGAGGGTGTGGCACATCCHCHEMT TABMATAGGGETTAA
F L C L M G T G G | W WY E G \ A H P HEE Y | G L

GTTCATGCTATGTTEMGATGGGAACAACAGGAGGAATACTCTGGTGGTATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAA
F M L C M G T T G G | L w oW Y E G \ A H P R Y | G L

GTTCATGCTATGTTTGATGGGAACAACAGGAGGAATACTCTGGTGGTATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAA
F M L C L M G T T G | L w oW Y E G \ A H P R Y | G L

9]

GTTCATGCTATGTTTGATGGGAACAACAGGAGGAATACTCTGGTGGTATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAA
F M L C L M G T T G G | L w oW Y E G \ A H P R Y | G L

GTTCATGCTATGTTTGATGGGAACAACAGGAGGAATBICTCTGGTGGTATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAA
F M L C L M G T T G G HVE L w oW Y E G \ A H P R Y | G L

TTACTGTTGGTGGGAAATTIGGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTAMGTTTCCTGGETGT
| T \ G G K L E S G M T S A | E C W G F P G C
TTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E E S G M T S A | E C W G T F P G C
TTACTGTTGGTGGEMAAATTAGAAGBIGTCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E S G M T S A | E C W G T F P G C
TTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E E S G M T S A | E C W G T F P G C
TTACTGTTGGTGGGAAATTAGEAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E S G M T S A | E C W G T F P G C
TTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E E S G M T S A | E C W G T F P G C

TTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
| T \ G G K L E E S G M T S A | E C W G T F P G C
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Anexo 9 - Clones da amostra 9000 da regiao gp90 da combinacéo B.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9000 clone 2
Frame 1

9000 clone 3
Frame 1

ATGGTCAGCATCGCGTTCTATGGGGGAATCCCAGGGGGAATCTCGACCCCTATTATEC
M VvV S | A F Y G G | P G G | S T P | |
ATGGTCAGCATEGCGTTCTATGGGGGAATCCCAGGGGGAGTCTCEBGECCCCTATTGTEC
M VvV S | A F Y G G | P G G S P |
ATGGTCAGCATCGCGTTCTATGGGGGAATCCCAGGGGGAATCTCEMACCCCTATTATEC

.M vV S | A F Y G G | P G G | S T P | |
ATGGTCAGCATCGCGTTCTATGGGGGAATCCCAGGGGGAATCTCEMACCCCTATTATEC
M VvV S | A F Y G G | P G G | S T P | |
AATCTHCAGARGEEGCHAGHEAGAEEA AGGGGCEATECAATAMTTAAACCCTATTGTTC
Q S H t K G EDEEE | WEm K P Y C S

AGTCTCCAGAEGEGGCCAEMNTG THEEAAGGGGGETECAATABMT TAAACCCTATTGTTH
Q S P E K G HEEEE | 3 K P Y C WM

AATCTCCAGAGGGGECCAABTATGETAABMGGGGGTGCAATABMTTAAACCCTATTGTTC
Q S P E NcEEE N Y EDN K G Hcwvw | W K P Y C S
AATCTCCAGAGGGGECCAABTATGETAABMGGGGGTGCAATABMTTAAACCCTATTGTTC
Q S P E NcEEE N Y NN K G Hawvw | W K P Y C S

TGATGAEEABAGTAABAGGAETEAABCEATGGCGGAAGEAAGAGAIMICAAGAGAAEGA
D E S N RS v A E R DEMR E R

THATGABEATAGTAABAAGGETEAAEBGATGGCGGAAGGAAGAGACCCAAGAGAIEGA
S N K M A E G R D P R HEDER
TGATGAGEATAGTAABAAGABTGAAGCGATGGCGGAAGGAAGAGACCCAAGAGAAEGA
D E S N K M A E G R D P R E R
TGATGAGEATAGTAABAAGABTGAAGCGATGGCGGAAGGAAGAGACCCAAGAGAAEGA
D E S N K M A E G R D P R E R

AGAGAAGEGEACCTGAAAGAAGANIGEAGAAGAAAANIGEAABGAAGAGAABCAATGACT
R E L K E E E K R N D

AGAGAAATGAACCTGAAAGAAGAIEEA GAAGAAAAGGEAAGGAAGAGAABCAATGACT
R E M N L K E NN E E K K R N D
AGAGAAATGAACCTGAAAGAAGABABAGAAGAAAAGGEAACGAABAGAAGCAATGACT
R E M N L K E E E K T K R N D
AGAGAAATGAACCTGAAAGAAGABABAGAAGAAAAGGEAACGAABAGAAGCAATGACT
R E M N L K E E E K T K R N D

GGTGGAABATAGGTATGTTHATGETETGTHTEATGGGAGCEMACAGGAGGAETGETCTG
w w K I G M F MEM C L M G A T G G HVENWw W

GGTGGAAGATAGGTATGTTCATGETETGTEMTGATGGGAMCEACAGGAGGAEMTABTCTG
W w K /I G M F MEM C L M GHEHET G G NN w

GGTGGAAGATAGGTATGTTCATGETETGTETGATGGGAGCBEGACAGGAGGAMTAGTCTG
w w K I G M F MBEMEC L M G A T G G NEEmaE W

GGTGGAAGATAGGTATGTTCATGETETGTETGATGGGAGCBEGACAGGAGGAMTAGTCTG
w w K I G M F MBEEC L M G A T G G NEEmaE W

GTGGTATGAGGETGTGGCACABCCACAEMTABATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAA
W Y E Nl vV A H P MM Y I G L I T VvV G G K
GTGGTATGABMGGTGTGGCACATCCACGTTABATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAA
W Y E G VvV A H N R I I G L I T VvV G G K
GTGGTATGAGGGTGTGGCACATCCACATTABATAGGATTAATTACTGTTGGTGGEAAA
W Y E G VvV A H P H Y I G L I T VvV G G K
GTGGTATGAGGGTGTGGCACATCCACATTABATAGGATTAATTACTGTTGGTGGEAAA
W Y E G VvV A H P H Y I G L I T VvV G G K
TTEGAAGGETCTGGEMATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTABMGTTTCCTGGETGT
L E G S G M T S A | E c W G F P G C
TTAGAAGEETCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
L E s G M T S A | E c W G T F P G C
TTAGAAGGETCTGGGETGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT

L E G S G T S A | E c wW G T F P G C -
TTAGAAGGETCTGGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGT
L E G S GG M T S A | E c wW G T F P G C
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Anexo 10 - Clones da amostra 11 da regidao gp90 da combinacéo E.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

11 clone
Frame 1

11 clone 2
Frame 1

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGIGTACAGEANGA THEEN ANT ACTTGGEMICCCCTAGGGGATGTAAT
E N Q K A | L | P E E E M Q N D N N T W P G C N

GAGAAT-AAAAG-C-ATTCTT-TTCCAGAAGAAGAAATGATACéGTACA/'\\‘TG-CA-T-ACTT\(/SVGG/ECC%TAQGG
V| [ D N__R |

[aln}

ATGTAAT
C N

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGIGCAET ACTTGGGCCCCTAAGG
E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N T W P

A

=X
[aYn)

ATGTAAT
C N

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGGCAET ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT
E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N T W A P K G C N

CACATGGGCA GTEAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTATGGGEMTEMCATCCTATTAGGETATGTGTIGECAGCCACCATTT
T W A H P | R L C \ Q P P F

R Y K H C P D L L Y G I
GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P F
GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTABMGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L \ Q P P F

GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P F

TTECTGGTAANAAANNANGA TEGCHENNNNENENE A A TGGGANMCCECACACTTAGEAABMTGTGGTCCACAAATATCACTEGGGATA
F L \ D N T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAMTAGGGATA
F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTAGGGATA
F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAGAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTAGGGATA
F L \ R H D N H S R T L S N C G P Q | S L G |

-AATAAAGCTG MCABCTGCHEENGTGGENANAAABNGETHETTCA BT AABMGABTATTCTGGA
N A I R v N C \ K Y S G

TTAGATAIGCAATAAAGCTGCTGTAABMAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAMAAAGACTETTCAGET TECTAAAGIGEMEATTCTGGA
L DES N K A A VHSDLD A S C Q V E KW K T HE Q NI K NOAEEE S G
TTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAGAAAGACTGTTCAGATTEBCTAAAGAMTATTCTGGA
L D N N K A A \ R D A S C Q \ E K T Q | W K Y S G

TTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAGAAAGACTETTCAGATTEBCTAAAGAMTATTCTGGA
L D N N K A A \ R D A S C Q \ E K T Q | W K Y S G

CAGETTATAI TCCTATATTETAT
Q 1 P 1 F Y

BETGTANMTETT -
C I -

CTHACAEENTGEAATGGGEENAACTCABCAGTAAGTATTATC
L T H:EE C N N S S 1 1
CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCEMATAACEMACAGCTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N S T | S | |
CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACIGACAACTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N HDE N S T | S | |
CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACIGACAACTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N HDE N S T | S | |

AGETATGATIGAGGACABTGTTIGAATATTTGETANGEA AR

TGl TG ISUSSTSSTT G IS G G G GOSN @ AW C A C T GH A RS A

AGGTATGATGAGEABMAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANEEATA - ATABBGHET G CAGGH
R Y D N \ Q Y L L C K -
AGGTATGATEMAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAAMTGA-- - ----CACTECAGHEA
R Y D el D N \ Q Y L L C K - - - - - - - .
AGGTATGATEMAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANTEATAREN GATABMCACTEICAGIGA
R Y D D N \ Q Y L L C K
AABTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGIMABAATAGGACAGGCACATATAGAMBTACCCAGAAAMAATAAAANMGATAARNGGE
N E S C V V T E G T | G A H | E L P R K N K K | | G

AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGG-AAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAG

AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGG-AAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAA-AGGATAAGAGAG

AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGG-AAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTAC.CAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAG

AAC-A-TTCACACA-TATAATTGTTCAATAAAT-AT-AGACAGAGTTA-AA-AATGGAA.TTG.TAAAA.GTTC.GGTATTACT

ol
)
=

AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT

n
ol
)
|
=
|
ol
)
ol

AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT

n
ol
)
|
=
|
ol
)
ol

AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT

n
ol
)
|
=
|
ol
)
ol

CCT.TTCCT.TTACTTCTC.GGC.AA.ACAGGA.TA.TTAGATACAAAAGA

CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
p p T S Q A N T R Y K R
CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACIGEGGATTAATTAGATABAAAAGA
p p T S Q A N T R Y K R

CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
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Anexo 11 - Clones da amostra 3613 da regiao gp90 da combinacéo E.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGIGTACAGEANGA THEEN ANT ACTTGGEMICCCCTAGGGGATGTAAT
E N Q K A | L | P E E E M Q N D N T W P G C N

N

GAGAATEAAAAGECGATTCTTETTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGEC AMTEIGEACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT
E N K | L P E E E M | Q Y N T W A P K G C N

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGGCAET ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT
E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N T W A P K G C N

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGGCAET ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT
E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N T W A P K G C N

CACATGGGCAAGGEGTEAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTATGGGEMTEMCATCCTATTAGGETATGTGTIECAGCCACCATTT
T O w ANV K H C P D L L Y G I H P | R L C \ Q P P F
GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P F
GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTEGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L e v G L H P | R L C \ Q P P F

GACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTT
D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P F

TTECTGGTAANAAANNANG A TGGCHNNNNGNGEHE A A TGGGABNMCCECACACTTAGEAABTGTGGTCCACAAATATCACTEGGGATA
F L \ D N T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAMTAGGGATA
F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTAGGGATA
F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G |
TTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTAGGGATA
F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G |

BMAATAAAGCTG MCABMCTGCHENNGTGGEEAAAAANGETETTCA IlTAABMGABTATTCTGGA
N K A R \ N C \ K K Y S G

TTAGATAIGCAATAAAGCTGCTGTAAMAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAAAAAGACTERT TCAGET TECTAAAGIGEBATTCTGGA
L D HSE N K A A vV e D A S C Q \ E K K T Q K S G
TTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGEMGGAGAAAAAGACTIEBTTCAGATTEBCTAAAGAMTATTCTGGA
L D N N K A A \ R D A S C Q E K K T Q | W K Y S G

TTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAGAAAGACTGETTCAGATTECTAAAGAMTATTCTGGA
L D N N K A A \ R D A S C Q \ E HEE K T Q | W K Y S G

TCCTATATTETAT
P 1 F oy

CTHACAEENTGMAATGGGEEAAACTCABCAGTAAGTATTATC
L T B C N N S S 1 1
CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCEATAACEMACAGCTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N S T | S | |
CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACIGBACAACTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N HPE N S T | S | |

CAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACIGBACAACTCAACAATAAGTATTATC
Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N HPE N S T | S | |

AGETATGATIGAGGACABTGTTIGAATATTTGETABMGHEA Al
R Y D D \ Y L R

GEEEG A AT A N G SRR G (CIAA G GG EA
E Y

WCACTIGHEAREA
C K A T

AGGTATGATGAGEABMAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANN AATA-

R Y D N \ Q Y L L C K N M- A
AGGTATGATEAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAA AATAC AGATAACACTEICAGGA
R Y D D N \ Q Y L L C K N T D N T BN G
AGGTATGATEMAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANT AATAC AGATAACACTEICAGGA
R Y D D N \ Q Y L L C K N T D N T BN G

AABTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGG
N F S C \ \ Q T F G

AATAGGACAGGCACATATAGABMBTACCCAGAAABMAATAAAANMGATAANNGGHE
I G Q A H | E L P R EGEN K NG | s
AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGEMAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAG
N F s C VvV v o T F G K I G Q@ A H I E L P R N N K R I R E
AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGEAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAG
N F s C VvV v @ T F G K | G Q@ A H I E L P R N N K R I R E
AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGEAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAG
N F s C VvV v o T F G K | G Q@ A H I E L P R N N K R I R E
AACEAGTTCACACABMTATAATTGTTCAATAAATGATIMAGACAGAGT TAGAABMAATGGAAGT TGGTAAAABMGT TCEGGTATTACT
N el F T Q Y N C S ! N T E L W K L K S G ! T
AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT
N K F T Q@ Y N C S I N N Q T E L K E W K L I K G s G I T
AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT
N K F T Q@ Y N C S I N N Q T E L K E W K L I K G s G I T
AACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTACT
N K F T Q@ Y N C S I N N Q T E L K E W K L I K G s G I T
CCTETTCCTETTACTTCTCEGGCHAAMACAGGABMTAGTTAGATACAAAAGA
P BNSN P BVAN T S EIM A N T G L BWMR Y K R
CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
P I P I T S Q A N T G L I R Y K R
CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGIITAMAAAAGA
P I P I T S Q A N T G L I K R

R /S /Y|

CCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
P | P | T S Q A N T G L | R Y K R
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Anexo 12 - Clones da amostra 7575 da regiao gp90 da combinacéo E.



POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA0O2
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA0O2
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA0O2
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

POCONE-BRAO1
Frame 2

POCONE-BRA02
Frame 2

7575 clone
Frame 2

7575 clone 2
Frame 2

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGGTACAGHE
E N Q K A | L | P E E E M Q

GAGAATEAAAAGECGATTCTTETTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAMMEGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTA

.E N K | L P E E E M | Q Y N D T W A P K G
GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAMEMEGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTA
E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N D T W A P K G C
GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATAC TACAATG ACTTGGGCCCCTAAGGEATGTA
E N Q K A | L | P E E E M | Y N .- - T W A P K C

GTGAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTATGGGEMTEMCATCCTATTAGGETATGTGTIGBCAGCCACCA
\ K H C P D L L Y G I H P | R L C \ Q P P
ATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCA
N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P
ATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCA
N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P

ATGACACATGGGCAAAAGTAAAGCATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCA
N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L H P | R L C \ Q P P

TTTTTECTGGTAANAAANNANG A TEGGHENENNGNENE A A TGGGABMCCECACACTTAGEAABTGTGGTCCACAAATATCABTIGGG
F F L \ N D N T L S N C G P Q | S L G
TTTTTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAMTAGG
F F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G
TTTTTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCABMTAGG
F F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G
TTTTTTCTGGTAAGAAAAGAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAMTAGG
F F L \ R K E D N H S R T L S N C G P Q | S L G
GATATTAGATGAMAATAAAGCTGH CABMCTGCHENGTGGEmANAAANGEHTIMTTCA- T AAMGAETATT
| L D N K A R E N C \ K YA G - Y

GATATTAGATAGCAATAAAGCTGCTGTAAMAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAMAAAGACTET TCAGET TECTAAAGGEEATT
| L D HSE N K A A \ D A S C Q \ E K T WS Q K

GATATTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGAGAAAGACTETTCAGATTECTAAAGAMTATT
| L D N N K A A \ R D A S C Q \ E K T Q | W K Y

GATATTAGATAACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAGCTGCCAGGTGGAGA AAGACTGTTCAGATTECTAGAGAMTATT
| L D N N K A A \ R D A S C Q \ E K T Q | Y

CTGGACAGETTATA]
S G Q

CCTATATTETATE
| S P | F Y

CTHACAEENTGHNAATGGGEEMAACTCABCAGTAAGT
L T HEE C N N S S

CTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTGACAAGGTGCEATAACEMABMAGCTCAACAATAAGT
S G Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N S T | S

CTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTIGACAAGGTGCAATAACE
S G Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N

AACTCAACAATAAGT
EPE N S T | S

CTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGTACTATTACTAATCTIMACAAGGTGCAATAACGABMGACTCAACAATAAGT
S G Q L | \ P | F Y K C T | T N L T R C N N S T | S

ATTATCAGETATGATGAGGACABMTGTTGAATATTTGETANGEA ABAETGH TGRSR G ERN G S GG I A AR C A C
| | R Y D D \ Y L [ N E Y C K A K N T
ATTATCAGGTATGATGAGEABMAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANEEATA - AT AGEGHE
[ [ R Y D N V Q Y L L C K -
ATTATCAGGTATGATEAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAANTEATAEE GATABCAC
| | R Y D D N \ Q Y L L C K

- ----CAC

ATTATCAGGTATGATEMAGGACAATGTTCAATATTTGTTATGTAAAAMT!
D N \ Q Y L L C K

| | R Y D

TGEHANBAAABTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGIMABMAATAGGACAGGCACATATAGAMBTACCCAGAAAMAATAAAANMGA
E K N [E S C V V @) T [E G T | G @) A H | E L [ R K N K K

TGCAGGEMAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGIMAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGA
A G N [E S C V V @) T [E G K | G @) A H | E L [ R N N K R

TECAGGAAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGIGBAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGA
[ G N [E S C V V @) T [E G K | G @) A H | E L [ R N N K R

THCAGEMAAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGIGAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGA
S E N [E S C V V @) T [E G K | G @) A H | E L [ R N N K R

TAANNGGEAACEBAGTTCACACABMTATAATTGTTCAATAAATIGATIMAGACAGAGTTAGAABAATGGAAGTTGETAAAABRGTTCH
| G N Q [E T Q Y N C S | N D K T E L E K W K L V K S S

TAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCC
| R E N K [E T @) Y N C S | N N Q T E L K E W K L | K [} S

TAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCC
| R E N K [E T @) Y N C S | N N Q T E L K E W K L | K [} S

TAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAATAATCAGIGBCAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCC
| R E N K [E T @) Y N C S | N N Q A E L K E W K L | K [} S

GGTATTACTCCTEITTCCTIGTTACTTCTCIGGGCEMAAMACAGGABMTAGTTAGATACAAAAGA
T P P T S R A N T R Y K R

GGTATTACTCCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
T P P T S Q A N T R Y K R

GGTATTACTCCTATTCCEMATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
T P P T S Q A N T R Y K R

GGTATTACTCCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
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Anexo 13 - Clones da amostra 7722 da regiao gp90 da combinacéo E.



POCONE-BRAOT GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGIGRITACAG HlA A -
Frame 1 .E N Q K A | L | P E E E M Q N -
POCONE-BRA02 GAGAATEMAAAAGEICGATTCTTRTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAAT
Frame 1 .E N K | L V P E E E M | Q Y N D N
7722 clone 2 GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAATCGCA
Frame 1 .E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N D N R
7722 clone 3 GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAATCGCA
Frame 1 .E N Q K A | L | P E E E M | Q Y N D N R
7722 clone GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGAT G - --CA
Frame 1 E N Q K A | L | P E E E M | - -
=
POCONE-BRAOT C TTGGEMCCCCTAIGGGGATG ATGGGCAAGGIGTBAAACATTGTCCAIGEEG G ANNET
Frame 1 T w G C w A HEEE VY K H P ENNE D
POCONE-BRA02 CTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTT
Frame 1 T w A P K G C N D T W A K \% K H C P
7722 clone 2 CTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTT
Frame 1 T w A P G C N D T W A K \% K H C P M
7722 clone 3 CTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTT
Frame 1 T w A P K G C N D T W A K \% K H C P M
7722 clone CTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTT
Frame 1 T w A P K G C N D T W A K \% K H C P L
POCONE-BRAOT G TTGTATGGGETHEMICATCCTATTAGGEITATGTGTIGCAGCCACCATTTTTECTGGTAANMAAAN
Frame 1 L G Wmmm H P | R C \ Q P F F L \
POCONEBRA02 GTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTAAGAAAA
Frame 1 L G L H P | R L C \ Q P F F L \% R K
7722 clone 2 GTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTAAGAAAA
Frame 1 L G L P | R L C \ Q P F F L \% R K
7722 clone 3 GTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTAAGAAAA
Frame 1 L G L P | R L C \ Q P F F L \% R K
7722 clone GTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTAAGAAAA
Frame 1 L G L H P | R L C \ Q P F F L \% R K
POCONE-BRAOT HMIANE G A TIGGGIEEICEINNOENG A A TIGGGABMC CBICACACT TAGEBAABMTGTGGTCCACAAATATCAME
Frame 1 D G N E T N T L 3 N c G P Q I S
POCONE-BRAO2 G AAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAT
Frame 1 E D N S R T L S N C G P Q I S
7722 clone 2 GAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAT
Frame 1 E D N H S R T L S N C G P Q I S
7722 clone 3 GAAGAT AATCATAGCCGCACBCTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAT
Frame 1 E D N H S R T L S N C G P Q I S
7722 clone GAAGAT AATCATAGCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAME
Frame 1 E D N H S R T L S N C G P Q I S
POCONE-BRAOT TIGIGGGATATTAGATGAMAA CHEENNGTGGEEEAAAAA
Frame 1 L G | L D N \ A K K
POCONE-BRA02 TAGGGATATTAGATEMEGCAATAAAGCTGCTGTAAMAGATGCCAGICTGCEEMGGTGGAGAAAAA
Frame 1 L G | L D N K A A \% D A C HENemm Vv K K
7722 clone 2 TAGGGATATTAGATGACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAACTGCGTGGTGGAGAAAAA
Frame 1 L G | L D D N K A A \ R D A C \ \% K K
7722 clone 3 TAGGGATATTAGAMGACAATAAAGCTGCTGTAAGAGATGCCAACTGCGTGGTGGAGAAAAA
Frame 1 L G | L D D N K A A \ R D A C \ \% E K K
7722 clone TAGGGATATTAGATEMACAATAAAGEITGCTGTAAGAGATGCCAACTGCGTGGTGGAGAAAAA
Frame 1 L G | L D N K AN A \ R D A C \ \% E K K
POCONE-BRAOT BMIGEN TEN T T CA - - - THEMT A AMMG AT AT TCTGGACAGEIT TATABMGTCCTATATTITATEABEMTGT
Frame 1 [V R HESEE PR N D Y S G Q [ S P 1 F Y C
POCONE-BRA02Z GAC TEMT TCAGEMT TEMC TAAAGIGEMEATTCTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGT
Frame 1 T Q K S G Q L | P 1 F Y K C
7722 clone 2 GACTGTTCAGATTCCTAAAGAATATTCTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGT
Frame 1 T \% Q | P K E Y S G Q L | P | F Y K «
7722 clone 3 GACTGTTCAGATTCCTAAAGAATATTCTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGT
Frame 1 T \% Q | P K E Y S G Q | \% P | F Y K «
7722 clone GACTGTTCAGATTCCTAAAGAATATTCTGGACAGCTTATAGTTCCTATATTCTATAAGTGT
Frame 1 T \% Q | P K E Y S G Q L | P | F Y K «
POCONE-BRAOT AMMTIET T - - - AIGEBIC TIHAC ANET GEllA A TIGGGHENEG A ACTC ABMCAGTAAGTATTATCAGETATG
Frame 1 I - - - L T BN C N N S S 1 [ R Y
POCONE-BRA02 ACTATTACTAATCTGACAAGGTGCEIATAACEMACAIGICTCAACAATAAGTATTATCAGGTATG
Frame 1 T | T N L T R C N S T 1 S 1 | R Y
7722 clone 2 ACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACGACAACTCAACAATAAGTATTATCAGGTATG
Frame 1 T | T N L T R C N N D N S T I S I | R Y
7722 clone 3 ACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACGACAACTCAACAATAAGTATTATCAGGTATG
Frame 1 T | T N L T R C N N D N S T I S I | R Y
7722 clone ACTATTACTAATCTGACAAGGTGCAATAACGACAACTCAACAATAAGTATTATCAGGTATG
Frame 1 T | T N L T R C N N D N S T I S I | R Y



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7722 clone 2
Frame 1

7722 clone 3
Frame 1

7722 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7722 clone 2
Frame 1

7722 clone 3
Frame 1

7722 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7722 clone 2
Frame 1

7722 clone 3
Frame 1

7722 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7722 clone 2
Frame 1

7722 clone 3
Frame 1

7722 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7722 clone 2
Frame 1

7722 clone 3
Frame 1

7722 clone
Frame 1

ATIGAGGACAMTGTTIGAATATTTGET ABMGEA AINAMET G T GEEINENNNN G NN G O GG
D HESEE DO Nl [ __F Y L | [ N T V E Y | C K A K
TCAAT

ATGAGEIANMAATG ATTTGTTATGTAAAANENATHE
D N Y L L C K

>
=

ATAAGGACAATG ATTTGTTATGTAAAAATGA - -
D K D N Y L L C K N D- -

=
N
>
=

ATAAGGACAATG ATTTGTTATGTAAAAATGA - -
D K D N Y L L C K N D- -

=
N

<+ <4 <+ <+ <+
-
(g}

>

-

o> o0o» o> o>

ATAAGGACAATG ATTTGTTATGTAAAAATEA TG

D K D N Y L L C K N

N AEABNCACTIGEEABMAAAABT TTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGEIABMAATAGGACAGGCA
N T E K N S [ Q T T Q A

A_T-CAG-AATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGG-AAAATAGGACAGGCA

- - - CACT-CAGAAAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGGAAAATAGGACAGGCA

- - - CACT-CAGAAAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGGAAAATAGGACAGGCA

-A-A-CACT-CAG-AAATTTTTCATGTGTAGTACAAACTTTTGGGAAAATAGGACAGGCA

CATATAGANMEBTACCCAGAAANMAATAAAANMGATAANENGGEMAACEBAGTTCACACAMTATAATT
H | E L P R K N K K | | [€] N E 1 Q Y N

CATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATAATT
H | E L P R N N K R | R E N K E 1 Q Y N

CATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAANMGATAAMAGIGIGAACAAABMTCACACAGTATAATT
H E L P R N N K K | | [€] N K L 1 Q Y N

CATATAGAGTTACCCAGAAACAATAAAAGGATAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATIGIATT
H | E L P R N N K R | R E N K E 1 Q Y D

CATATAGAGTTACCCAGAIGIACAATAAAAGGATAAGAGAGAACAAATTCACACAGTATAATT
H | E L P R D N K R | R E N K E 1 Q Y N

GTTCAATAAATIGIATEMAGACAGAGTTAIGAABMAATGGAAIGITTGIGITAAAANMGT TCEMIGGTATTAC
C S | N D K T E L E K W K L vV K S S G | T

GTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTAC
C S | N N Q T E L K E W K L | K [} g G | T

GTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTAC
C S | N N Q T E L K E W K L | K [} g G | T

GTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTAC
C S | N N Q T E L K E W K L | K [} g G | T

GTTCAATAAATAATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAATTGATAAAAGGTTCCGGTATTAC
C S | N N Q T E L K E W K L | K [} g G | T

TCCTEITTCCTIGITTACTTCTCIGGG CHIAANMACAGGAMTAGITTAGATACAAAAGA
P P T S R A N T R Y K R
TCCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
P P T S Q A N T R Y K R
TCCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
P P T S Q A N T R Y K R
TCCTBGTTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
P P T S Q A N T R Y K R

TCCTATTCCTATTACTTCTCAGGCTAACACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
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Anexo 14 - Clones da amostra 7731 da regiao gp90 da combinacéo E.



POCONE-BRA02 GAGAAT-AAAAC. IATTCTTITTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTAIAA_AI_ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT-ACACATGGGCAAIAGTAAA
K] [ D N R ] [ D | [ K |

Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

7731 clone 2
Frame 1

7731 clone
Frame 1

7731 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO2 ACATTGTCCAATGGA.TTGTTGTATGGG.TICATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTA
Q

Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

7731 clone 2
Frame 1

7731 clone
Frame 1

7731 clone 3
Frame 1

K [\ ] Q D

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGGTACAGEATGATEENT AT ACTTGGECCCCTAGGGGATGTAATAGCACATGGGCAAGGGTGAA
E N Q K A | L I P E E E M Q T W P G C N T W A R V K

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTABAATIGGEACT ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATIGACACATGGGCAAMAGTAAA
E N Q K A I L | P E E E M I Q Y N T T W A P K G C NEBET W A VoK

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAGGAAATGATACAGTATAATEEETACT ---TGGGCCCCTAAGGEETGTAATAACACEBTGGGCAAGAGTAAA
E N Q K A 1 L I P E E E M I Q Y N T ---W A P KEEMC N N T W A R V K

GAGAATCAAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAGGAAATGATACAGTATAATEEETACT —--TGGGCCCCTAAGG-TGTAATAACACITGGGCAAGAGTAAA
E N Q K A | L I P E E E M I Q Y N T == [ D |

-AATEATA
=N

ACATTGTCCA- GATITGTTGTATGGGATACATCCTATTAGGITATGTGTICAGCCACCATTTTTICTGGTAAAAAA.AATGA_AA-C-AAA'I-A
Q [N ] D HEENENEE \ NEm

ACATTGTCCAATGGABTTGTTGTATGGGEMTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCATTTTTTCTGGTAAGAAAAGAEGAT
H C P M D L L Y GHEH P | R L C v Q@ P P F F L V K D

ACA-TGTCCAATIGATTT-TGTATGGGATACATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACCITTTTTTCT-GTAAAA.AAAATIAT AAINEE CGGAGABEATGE

L EVE Y Q K S N N__ T E__N ||
ACAMTGTCCAATEGAT T TEMTGTATGGGATACATCCTATTAGGTTATGTGTACAGCCACOGTTTTTTCTEGTAAABGAAAATEAT AANNNE CGGAG ABBA TG
H°l C PEMWD L WMWY G | H P 1 R L C VvV Q P P F F L V N [ N T G __E N ]

POCONE-BRA02 ICCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCAIT-GGGATATTAGA_AATAAAGCTGCT-TAAAIGAIGCCAICTG_GTGGIIAAAAAIACTITT
S | Q [_° | A E HE K K T .

Frame 1
POCONE-BRAO1
Frame 1

7731 clone 2
Frame 1

7731 clone
Frame 1

7731 clone 3
Frame 1

EhE A BN C Hem VvV

CCEICACACTTAGEAABTGTGGTCCACAAATATCACTGGGGATATTAGATGAMAATAAAGCTGETABAAGGGAGGEICAACTGCACHGT GGElAAAAAAGETETT
T L S N C G P Q 1 s L G 1 L D N K A N C T V M K K AN

N

[GCCGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCANTEGGGATATTAGATGABAATAAAGCTGCTIGTAAGEGABGCCAACTGCGEGG T GGEGAAAAABGACTGTT
R T L s N C G P Q 1 s L G L D D N K A A A N C \ K K T
ECGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTGGGGAGTATTAGATGAMAABAAAGCTGCTATAAAGGABGCCAANMT Gl A CHEEEN GElEAGAENAACTETE
mR T L S N C G P Q | S L GWmMmL D D N K A A | K A N C T HEWENTENWS T NN

ECGCACACTTAGTAATTGTGGTCCACAAATATCACTGGGGAGTATTAGATGAAABAAAGCTGCTATAAAGGABMGCCAANT Gl A CHENEN GIlE AGABNAACTE TH
/®mR T L S N C G P Q | S L GMmmL D D N K A A | K A N C T HEEANwNWS T Nm

POCONE-BRA02 CA-T-TAAI('-ATTCTGGACA(ITTATAITTCCTATATTITAT-A.TGTAITAT'I-AITCTIACAAIGTG-AT AABAACAGCTCAEMCAATAAG
L O b S K e H | A K] [ N\ ] N N S il | S

Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

CA TEMTAANGABTATTCTGGACAGTTTATAAGTCCTATATTTTATEAATGTAATETT AGECTAACAEEETGTAAT [GGGABMAACTCAEBCAGTAAG
H MNEEEPE YV S G Q F | WP | F Y HEW C N NW S L T MM C N HEmE N S EZEaAE S

7731clone2  CAGEEETCETAABGABTATTCTGGACAGETTATAGTTCCTATATTETATEAGTGTABTAT THEBABTCTGACAAGGTGEAAT — AABGACAACTCABCAATAAG
Frame 1 RSN Y S G Q MEE | BV P | F Y AN C BN | BNSEEE L T c N N EGE N S EEE | S
7731 clone CA  TCGTAABGAGTABTCTGGACAGTETATAATTCCTATAGTTTATGAATGTAABATT — AGTCTAGEAANGTGTAATGGEAANAACAANTCAGCAATAAG
Frame 1 H EOEEEES Y S G QNN | | P | MM YMEC N | S L EHEEVE C NBeWm N N N S B | S
7731clone3  CA  TCEBTAABGAGTABTCTGGACAGTETATAATTCCTATAGTTTATGAATGTAABATT — AGTCTAGEAANGTGTAATGGEAAMAACAANTCAGCAATAAG
Frame 1 H EEEE Y S G QNN | | P | WM YMMC N | S L mEmEYE C N BeWm N N N S W | S
POCONE-BRAOZ TATTATCAGBTATGATGAGAAAAATGTTCAATATTTGTTATGHAAA M AATA - AIACAGHE TGEAGGEAABTTTTCATGTG
Frame 1 Q NE - [ A N S N Y S S o
POCONE-BRAOT TATTATCAGATATGATGAGGABABT GTTGAATATT T GIT ABGEAAE AGNGINNG A A T AT GENNN GO G GOSN A A C ATEAE TGAABBAAACTTTTCATGTG
Frame 1 1T ROY D OE N v NS Y L W N E- VIT 1 C < A N T T NTE S C [
7731clone2  TATTATCAGGTATGATHAGGABMAATGTTCAATATTTGTTATGEAAAAAR AATAR G AN AR A TEEAGGAAABITTTTCATGTG
Frame 1 1R Y DESEPE N VvV Q Y L L C K N N T P G N F S CI
7731 clone TATTATCAGATATGGT GAMAAAAATGTTCAATATTTGTTGT GEAAAAAR AACGCAAG THABGGAAACT T THEEET GTG
Frame 1 11 R YmemmbM K N V Q Y L L C K N N A= -c \—c- "N F —— C ||
7731clone3  TATTATCAGATATGETGAMAAAAATGTTCAATABTTGTTGTGEAAAAAR AACACAAG THABNGGAAGCTT TREEETGTG
Frame 1 Il R Y mcmmOM K N V Q Y L L C K N N7 NG s F 1

POCONE-BRA02 TAGTACAAACTTTTGGAAAAATAGGACAGGCACATATAGAITTACCCAGAAA.AATAAAA.GATAAGA(-AACIAATTCACACAITATAATTGTTCAATAAAT

Frame 1

POCONE BRAO1
Frame 1

7731 clone 2
Frame 1

7731 clone
Frame 1

7731 clone 3
Frame 1

TAGTACAAACTTTTGGAABAATAGGACAGGCACATATAGAABITACCCAGAAAAATAAAAAGAT AAIGGEIAACEAGT TCACACAATATAATTGTTCAATAAAT
v Vv o 1 _F G T | G O A H | E DR R K PN KK | | G __N E__ 1 O Vv N __C__°S | N

TAGTACAAACTTTTGGBAAAATAGGACAGGCACATATAGAGTTACCCAGAAABAATAAAAGGATAAGAGEIGAACEAATTCACACAGTATAATTGTTCAATAAAT
\ \V [0] T F [l K | G A H | E L P R N N K R | R E N K F T Y N C S | N

TAGTACAAACTTTTGGAAAAATAGGACABMGCACATATIGGAATTACCCAGAANMGA TAAGAA - ABAGGANIEEAA - - AABBACGCAATATAATTGTTCAGTAAAT
eV O T PR G KOG O A HO BRIV E R RO D K K O B Bl R BP0 Y N C S VN

TAGTACAAACTTTTGGAAAAATAGGACAMGCACATATEGAATTACCCAGAAIMGA TAAGAA - ABAGGAREA A ABBBACGCAATATAATTGTTCAGTAAAT
vV O 1 _F G K LG O AL H BV E B P R | D K __K§ Lo _E b |

POCONE-BRA02 AATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAA.TTGATAAAAIGTTC.GGTATTACTCCTITTCCTATTACTTCTC.GGCTAAIACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
W

Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

7731 clone 2
Frame 1

7731 clone
Frame 1

7731 clone 3
Frame 1

GATEAGACAGAGT TAGAABAATGGAAGTTGGETAAAAAGTTCAGGTATTACTCCTTTTCCTIGTTACTTCTCGGGCMAATACAGGABTAGTTAGATACAAAAGA
D__K LI E L E K B K LV K S S __ G I R Ep A T S R EBALN T BG bV R Y K R

AATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAABMTTGATAAAAGGT TCEGGTATTACTCCTERTTCCTATTACTTCTCEGGCTAABMACAGGATTAATTAGATACAAAAGA
N 1 E B K E B K Bk | K G S G T P | 2 | AN T G L & R LY K R

AATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAGTTEATAAAAAGETCAGGTATTACTCCTTTTCCTATTACTTCTCGGGCTAATACAGGATTAATTAGATAAAAAGA
N_Q T _F K__E K K LS S 1 R p 1 S R AN __T R Y K __R

AATCAGACAGAGTTAAAAGAATGGAAGTTEMATAAAAAGETCAGGTATTACTCCTTTTCCTATTACTTCTCGGGCTAATACAGGATTAATTAGATAAAAAGA
N_Q I __F B K E B K L | K S S __ G I R E__P | 1T S R AN T G L | R YK __R
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Anexo 15 - Clones da amostra 3 da regidao gp90 da combinagao O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3 clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3 clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3 clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3 clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3clone
Frame 1

3clone3
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACABMCCACHMTATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIGIGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
Y E \ A H P HeH Y | G L | T \ G G K L E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTAMGTTTCCTGGEMTGTAGACCETTTGETAABMTATTTTAGETACEEGACTAACAGABGTATACANGEANEEA
E C W G F P G C R P F N Y F S Yy HVE T N R EE |
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACIGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACIEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEACACTGETECATTATTAGAGTCEMTATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIICAGATAGTGATCATTGT
N BN T BWAMSSS . L E S Y MR E | T Y | Y K T M CEBED S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGINN TGTGTECAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N e b C BNMN D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTIICAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y I Y K T M CHBWMD S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTIICAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y I Y K T M CHBWMD S D H C
CAAGAN GGEAATGGG T T ABBENG T GH AN A BGE MGHEGEC ACE
Q HEN G N CH A R D T P
CAABHACTATGAGTGCGAAAGGGTCC TAAATGGGAATT  TTAGTGETEGAATEAGHGTGGAGGATAATAATABTAGCAC
QMM vy E C E R V L N G N F BINEEPEENS | B v £ D N N HYE S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGAMTAAATGGGAATT  TTAGTGETEEAATEAGHGTGGAGGATAATAATABMTAGCAC
Q@ D Y E C E R V L N G N F ESEEPESNEN | BSEM vV E D N N HUE S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCEMBTAAATGEGAA-- - TABTHGTGGA ANNGHG GHEGENENG TGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R V EINL N HEE N-- -ESSSENCEESSESNE S N B S T

TTATTGGEATTTCABMATGGTTGGETATGTAATCAAACTGAGAATEAAAAGGICAATTCTTEMTTCCAGAAGAAGAAATGIGBTACAG-

-,y w HNE F W L s c N Q T E NNE K W | L WP E E E MWBMEQ -

TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGEICIGATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y w F T W L L C N Q T E N K K | L \ P E E E M | Q

TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGGEBATAAAAAGBCAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y w F T W L L C N Q T E K K Nl | L \ P E E E M | Q

TTATTGGEMATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGEICAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y w F T W L L C N Q T E N K K | L \ P E E E M | Q

--AATGAMAATEEENACTTGGEMCCCCTAGGGGATGTAATIMGCACATGGGCAAGGGTIGAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTAT
N D N T W P G C N B T W A \ K H C P NN D L L Y
ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGEAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L

GGGETECATCCTATTAGGETATGTGTE
G M H P | R L C \

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTA
G L H P | R L C \

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTA
G L H P | R L C \

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTA
G L H P | R L C \
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Anexo 16 - Clones da amostra 6 da regidao gp90 da combinagao O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

6 clone
Frame 1

6 clone 2
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACABMCCACAMTABATAGGATTGATEACTGTTGGTGGGAAMT TEGAAGGATCTGGEAN
Y E HPE Vv A H P HeH Y | G L | T V G G K L E el S G WY

TATGAAGGTGTGGCACATCCACETTAMATAGGATTEATIBACTGTTGGTGGIGAABMTTAGAAGAATCTGGGAM

.YEGVAHP-E-YIGLITVGGKLEESG.M]

TATGAAGGTGTGGCACATCCACATTABMATAGGATTGATEACTGTTGGTGGEMAAGTTAGAAGAATCTGGGAE
Y E G V A H P H Y | G L | T V G G K L E E S G
TATGAAGGTGTGGCACATCCACATTABMATAGGATTGATEACTGTTGGTGGEMAAGTTAGAAGAATCTGGGAR
Y E G V A H P H Y | G L | T V G G K L E E S G
GACTAGTGCTATAGABMTGTTGGGGTAMGTTTCCTGGETGTAGACCETTTGETEABMTATTTIHAGTTABATGA
BT S A | E c W G F P G C R P F Y F S Y M
GACTAGTGCTATAGABMTGTTGGGGTACEMTTTCCTGGEMTGTAGACCATTTACTEACTATTTIHAGET AEGHEGA
BT S A | E c W G T F P G C R P F T Y F S Y
BACTAGTGCTATAGAGTGTTGGGGTACATTTCCTGGTTGTAGACCATTTACTEACTATTTEAGTTAMATGA
BT S A | E c W G T F P G C R P F T Y F S Y M
BACTAGTGCTATAGAGTGTTGGGGTACATTTCCTGGTTGTAGACCATTTACTEACTATTTEAGTTAMATGA
BT S A | E c W G T F P G C R P F T Y F S Y M

CTAABAGABGTATACATGHEINEEEAATHABACTGETECATTATTAGAGTCIMTATCATAGAGAGATAACATAT
T N RIESE | H NSNS N W 7 Was . L £ S Y H R E I T Y

CTAAIAGAACTATACA_C.AATGAIACTGCTACATTATTAGAGTCCTAT.ATAG- ———————————
TN R T 1 O N AT L UTE ST Y - - - - - - - - -

CTAABAGAACTATACATECETCEAATGABMACTGCTACATTATTAGAGTCCTATCATAGAGAGATAACATAT
T N R T | H S N D T A T L L E S Y H R E | T Y
CTAABMAGAACTATACATECETCEAATGABACTGCTACATTATTAGAGTCCTATCATAGAGAGATAACAEAT
T N R T | H S N D T A T L L E S Y H R E | T

ATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAGA-TATGAGTG_A-GTA_T.A.T——
Y K TM ¢ T b s D OH C QmEY E [ N BV o | T
————————————— TGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAA.ACTATGAGTGCGA.A.GGT_TAAAT——
------------- /Ml C T D S D H C QEMWMY E C T e N - -

ATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAGATGGTAGTGGTAAATIEN
| Y K T ™M C T D S D H c Q D Y E C E M VvV IV v N I

ATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAGATGGTAGTGGTAAATIEN
| Y K T ™M C T D S D H c Q D Y E C E M VvV IV v N I

------- GG T G/GGH THANAGTGAREANANGE- - - - - - - - - - - - - - - HEEAABABEA CHE TIGENNE A C
------- N R A R - - - - - ----------INA N B T eSS
------- CGCMM - - W11 ACHGHEN/ G. \WANGIG--------------WGG/GGANN\MMN MM CE.C
------- B - - - NNy 0 NN N 5T
N GE GEGCGEETGTCHlTTAGANTAATAABAGET ANNGHNSNGIGENNNE 1 TAATAAGACETTCTGGGEAC
I B R NN | Y SEARSAR e N K T F W I

EAGAAGECEACGGTGTCETTAGARTAATAABAGET ANTGIGNGNGHGEARNEE T TAATAAGACEBTTCTGGGHEAC
TR __F LG I R INEE | [ N N VA ST VA M N K T F W

CTTEETGGEETTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATCIMAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAA
P INA W EV F W w L W@ C N Q T E NNEMCK A I L I P E E

-TTEETGGGETTTCABMATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATEMAAAGECGATTCTTETTCCAGAAGAA
-l v b F Bmw L L C N Q T E NN®EK NN | WmPrP E E

CTT-TGGGITTTCAGATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATCIAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAA
PHESE W Bc® F R W L L C N Q T E NESWMK A 1 L |

CTTEETGGGETTTCAGATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAABCIGAAAGGCAATTCTTATTCCAGAAGAA
P W F R w L L cC N Q T E N B K A | L | P E E
GAAATGGEIACAG —A.T.A-AT.A-ACTTGG-CCCTA.GGG-TGTAATAGCACATGGGC_GT.AA
E M A Q EEEEE. T W B P W G C NS T W ANEYV K
GAAATGEEIACAGEHEC ABTGAEBEATEGCACTTGGGECCCTAAGGGETGTAATGECACATGGGCHEBMABMGTAAA
E M N Q FMErEness 1 w WP K 6 ¢ NIPDET W ANSYV K
GAAATGCEACAEN CAGTEA GATGACACETGGABMCCCTAAGGGETGTAATAGCACATGGGCGEACGTAAA
E M HeE Q Q HPE D T Ww M P K G C N S T W A vV K
GAAATGCEACAEM CAGTEA GATGACACTTGGABMCCCTAAGGGETGTAATAGCACATGGGCGEACGTAAA
E M HeE Q Q Pl D T Ww M P K G C N S T W A vV K
ACATTGTCCAGEGGATETGETTGTATGGGEMTACATCCTATTAGGETATGTGTIGCAG

H C P D L Y GHmH P I R L C V Q
ACATTGTCCAAMGGAMMTGETTGTATGGGCTECATCCTATTAGGETATGTGTACAG

H C P HYME D L Y G L H P | R L c Vv Q.
ACATTGTCCAAGGGATATETTGTATGGGCTACATCCTATTAGGETATGTGTACAG

H C P R D I L Y G L H P | R L cC VvV Q

ACATTGTCCAAGGGATATETTGTATGGGCTACATCCTATTAGGETATGTGTACAG
H C P R D N L Y G L H P | R L cC VvV Q
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Anexo 17 - Clones da amostra 8 da regidao gp90 da combinagao O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8 clone
Frame 1

8 clone 2
Frame 1

8clone 3
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTIGBCTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | N v G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
E C W G F P G C R P F HDE N Y F S Y HYE T N R

RN H

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAGCTATTTTAGCTACEMAGGCTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T Y F S Y N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACEBGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGABMAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGETAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGAEMTATGAGTGEMIGA ANEG TECAACTG GGEAATGGGHT A NESGIGHE A A THA C GNNCaacRcARae @ Tl

Q Y E C \ Q L EEEENCE N C K N S Y N T T
CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGAMTAAATGGGAATEH HETAGTGHENNGAANNEGHGHEGGEGGE TEETAATA

Q Y E C E R vV i L N lcl N W [@. s D R S E D N N S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ABAGTG GAACTGTGGAGATTEMGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGATTEGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGATTGGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | el G N S S T

TTATTGGAATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATEMAAAAGGCAATTCTTEMTTCCAGAAGAAGAAATGETACAGHE
Wy W N F W L M C N Q T E N NS K W | L WP E E E MBEEQMN

TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y W HDE F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q

TTATTGGAATTTCIGCATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGIGAATGATACEGT
Y W N F w L L C N Q T E N K K T | L \ P E E M |
TTATTGGAATTTCEC GGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGIGAATGATACEGT
Y W N F w L L C N Q T E N K K T | L \ P E E l<E ™M L
TTATTGGAATTTCA G
Y W N w

C GTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
F T L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q

L

ABMGA TEHANAA BWACTTGGECCCCTAGGGGATGTAATEMGCACATGGGCAAGGGTGAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTAT
N T W P G C NEBE T W A \ K H C P D L L Y

ACAATGACAABMBGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D NEECE T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
ACAATGGCAE CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N BT W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
ACAATGGCAE CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N BT W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGACAABMBGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D NEECE T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

GGGEIMCATCCTATTAGGCTATGTGTECAG
H P

| R L C \

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q
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Anexo 18 - Clones da amostra 9 da regidao gp90 da combinacgao O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9 clone
Frame 1

9 clone 2
Frame 1

9clone 3
Frame 1

ABGA THAMAA - -
N

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACEMTTABMATAGGATTAATTACTGTTGGEMGGGAAATTAGAGGIGATCTGGGIBTGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P Y | G L | T \ G G K L E W S G Wm T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA TTTCCTGGETGTAGACCGTTTGEMTAATTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAM
E C W G F P G C R P F HDE N Y F S Y HYE T N R

RN H

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAABMTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAABMTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCEMGGATGTAGACCATTTACTAATTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAATTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAG
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACETATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGAEMTATGAGTGEMIGA ANEG TECAACTG GGEAATGGGHT A NESGIGHE A A THA C GNNCaacRcARae @ Tl

Q Y E C \ Q L EEEENCE N C K N S Y N T T
CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGAMTAAATGGGAATEH HETAGTGHENNGAANNEGHGHEGGEGGE TEETAATA

Q Y E C E R vV i L N lcl N W [@. s D R S E D N N S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGETTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E Nl S G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGETTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E I S G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGGETTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E WA S G N S S T

TTATTGGAATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATEMAAAAGGCAATTCTTEMTTCCAGAAGAAGAAATGETACAGHE
Wy W N F W L M C N Q T E N NS K W | L WP E E E MBEEQMN

TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y W HDE F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGIGAATGATACAGT
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E lEE ™M | Q

TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACEGT
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M |

BWACTTGGECCCCTAGGGGATGTAATEMGCACATGGGCAAGGGTGAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTAT
T W P G C NEBE T W A \ K H C P D L L Y

ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGGCAM---CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAGGGTIBAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N - T W A P K G C N D T W A \ K H C P M D L L Y
GGGETEICATCCTATTAGGCTATGT
G H P | R L C

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGT
G L H P | R L C

GGGCTGCATCCTATTAGGCTATGT
G L H P | R L C

GGGCTGCATCCTATTAGGCTATGT
G L H P | R L C

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGT
G L H P | R L C
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Anexo 19 - Clones da amostra 3613 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone2
Frame 1

3613 clone3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

3613 clone
Frame 1

3613 clone 2
Frame 1

3613 clone 3
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACAMCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCAC TABATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAG TCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P Y | G L | T \ G G K L E Ml S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA
E C W G

TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
F P G C R P F HDE N Y F S Y WmVE T N R EE | H

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTEMAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACIBA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACIBA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTECTTTTCCMGGATGTAGACCATTTACTAAMTATTTTAGETAMGAGACTAACAGAACTATANANEEGA CHlA
E C W G F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | T

ATEACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C T D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTACAGATAGTGATCATTGT
C T D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGABMACTECTEHCABMTATTAGAGTCCTATEATAGEGAMATAACEMTATATETATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Yy HVE Y K T M C T D S D H C
CAAGABTATGAGT GIBGA ARG TECAAC TGAMT GGHAA TG GG ANGHG A BN A NS G AW A AN, CESEIEN

Q WA Y E C BV V0 Q L BNEN G N ENcHm A DA N e e N R
CAABACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGANM TAAATGGGAATEETAGTGANMGEAMAAGTGTGGAGGEATAN --AATAATAGCA
QEWM Y E C E R VvV EGE L N G N W8 5 EPEENESSESE Vv ;¢ EPEEEYE--- N N S
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAAC TAAATGEGAATEETAGTGE AABTGTEGAGAMTAGTGGEAATAGT ABC A
b Y E C E R VvV Q L N HEN S me EENEE vV : SN 5 MeE N S
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAAC TAAANEEG ETHEGTGHETG AN NAABGGTGGAR TAGTGGEAATAGTAGCA
QD Y E C E R V Q | S SSSSSsSEsEcEieele £ S Hem N S
CAAGAETATEAGTGH BTECAACHTEABGMGHAABGG - - - - --------------=----—————~—~——~-- G ABGHE -
Q HEE YV B C e - B N N e - - - - - === == - m - — - — - m - — - — - R -

CTTATTGGEMATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATEAAAAGGCAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAAATGIGBTACAG
[P W HE F el w L M C N Q T E N HE K W | L WP E E E M WM Q
CTTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q

CTTATTGGEMATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAGGAAATGATACAG
T Y w F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q

CTTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACEH
T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M |

--TATTGGGGTTTCAMGTGGTTGMTGTGTAABMCAAACTGAGAATEAAAAGGCAATTEMT TETTCCAGAAGAAGAAATGATAMGG
-- Y w F w L Y C N Q T E N el K« I Y E E E M |
HANGA TEHANAATHE ~CTTGGEICCCCTAGGGGATGTAATIMGCACATGGGCAAGIGGTIGAAACATTGTCCAGEGGAMETGT T
N H W S P R G C N S T W __A R vV K H C P A D L L

TACAATGACAATEG BACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Y N D N HR T W A [ K [€] C N D T W A K V K H C [ M D L L

TACAATGGCAE ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Y N I - T W __A P K [€] C N D T W __A K V K H C [ M D L L
TACAATGGC AN - ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Y N T W __A P K [€] C N D T W __A K V K H C [ M D L L

-A-AT-A-AT—ACTTGGG-CCCTAA.GGATGTAAT.ACACATGGGCAA-AGTAAAACATTGTCCAA-GA-TT.TT

=]
o
(@
=]
>
<|
(@
o

GTATGGG.T.CATC CTATTAGGCTATGTGT.

GTATGGGCTGCATCCTATTAGG.TATGTGTA

GTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTA

GTATGG.CTGCATC CTATTA.GCTATGTGTA

.TATGGG.T.CATC CTATTAGGCTATGTGTA
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Anexo 20 - Clones da amostra 7573 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7573 clone 2
Frame 1

7573 clone 3
Frame 1

7573 clone
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACABMCCACHEMTATATAGGATTIBATTACTGTTGGTGGGAAATTEIGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTATA
Y E HhE Vv A H P HeH Y | G L | T \ G G K L E HcH S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGIBGTCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E HcH S G M T S A |

GAATGTTGGGGTAMGTTTCCTGGEMTGTAGACCGTTTGEMTAABMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACA @A AT
E C w G el r P G C R P F HDE N Y F S Y T N R EEE | N

GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACEAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N

GAATGTTGGGGMACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGARIT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTIGACAGAACTATACAGGAAACGAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T HDE R T | Q E T N
GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N

BMCATTATTAGAGTCEHTATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGTCAA
g L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C Q

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGTCAA
C D S D H C Q

GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATEGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H HR Q

GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C Q

GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGABMAGTGATCATEGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H B Q

GABMTATGAGTGEMGA ABEG TECAACT TGGHAATGEGEGET T ABSENGIGH AN T AN C OINACANGROARG. A @ THGCEENCACEBTTAT
HE vy £ C HEEW Vv Q | EENEE N e K N S VvV N T T D T 5 I

BHACTATGAGTGCGAAAGGGTCC
Y E C E R \

HTAAATGGGAATH TTAGTGENEGAANSEGHEGCHEGGEGGETEETAAT TTAT
L N Bicll N W [@m S N Y

GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA TTAGTG GAACTGTGGAGATTEGTGGTAATAGTAGCAC TTAT
D Y E C E R \ Q L N E N | S G T \ E | G N S S T Y
GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA HETAGTG GAACTGTGGAGATTIEGTGGTAATAGTAGCAC TTAT
D Y E C E R \ Q L N E N H N S G T \ E | Wl G N S S T Y
GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA HETAGTG GAACTGTGGAGATTEGTGGTAATAGTAGCAC TTAT
D Y E C E R \ Q L N E N S G T \ E | G N S S T Y
TGGAATTTCAMATGGTTIGETATGTAATCAAACTGAGAATEMAAAAGIGCAATTCTTEMTTCCAGAAGAAGAAATGIGBTACAG---AAT
w N F e W L M C N Q T E N N K BWWN | L @MW P E E E M WM Q --- N
TGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAAT
W D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q Y N
TGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAAT
w N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q Y N
TGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAAT
w N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q Y N
TGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAGBGAAGAAATGATACAGIGBACAGT
w N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
GABMAATEEEACTTGGEMCCCCTAGGGGATGTAATEMGECACATGGGCAAGIGGTEAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTATGGGETHE

D N T W P G C N T O w A NV K H C P D L L Y G
GACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTG
D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L
GACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTG
D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L
GACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTG
D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L

BACAATGECACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTATGGGCTG
N HPDE T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y G L

CATCCTATTAGGCTATGTGTGCAG
H P | R L C \ Q
CATCCTATTAGGETATGTGTACAG
H P | R L C \ Q
CATCCTATTAGGETATGTGTACAG
H P | R L C \ Q
CATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
H P | R L C \ Q

CATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
H P | R L C \ Q
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Anexo 21 - Clones da amostra 7586 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7586 clone
Frame 1

7586 clone 2
Frame 1

7586 clone 3
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACABMCCACHEMTATATAGGATTIBATTACTGTTGGTGGGAAATTEIGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTATA
Y E HhE Vv A H P HeH Y | G L | T \ G G K L E HcH S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTATA
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

GAATGTTGGGGTAMGTTTCCTGGEMTGTAGACCGTTTGEMTAABMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACA @A AT
E C w G el r P G C R P F HDE N Y F S Y T N R EEE | N

GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACEAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N
GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N
GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N
GAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGAAT
E C w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T N

BMCATTATTAGAGTCEHTATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGTCAA
g L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C Q

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGTCAA
C D S D H C Q

GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C Q

GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C Q
GACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGTCAA
D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C Q

GABMTATGAGTGEMGA ABBGTECAACT A T AA GIGTAG A BE
Y E C v o Q L S Y __ N

BHACTATGAGTGCGAAAGGGTCC
Y E C E R \

HTAAATGGGAATETAGTGANMGABTAAGTGTGGAGGETA
L N CEl N WEw S \ 3 D ||

GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATAEMTAGTGE ---AABTGTGGAGHETTA GTGGTAATAGT
D Y E C E R \ Q L N E N HNE S Wd - v E NN S G N S
GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATAEMTAGTGE ---AABTGTGGAGHETTA GTGGTAATAGT
D Y E C E R \ Q L N E N S 9 -- - v E N S G N S
GACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAA TAGT BTAAETGTGEEGGET T ANNERIANENG TGGTAATAGT
D Y E C E R V Q L NG N Nl Vv VAN G NS

EECACETTATTGGAATTTCABMATGGTTIGGETATGTAATCAAACTGAGAATIMAAAAGIGCAATTCTTEMTTCCAGAAGAAGAAATGIET
s Yy W N F el oW L M C N Q T E N W K W | L MW P E E E M H
AGCAC TTATTGGEGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGAT
S T Y w HDE F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M |
AGCAC TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGIBCAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGAT
S T Y w N F T W L L C N Q T E N K K | L \ P E E E M |
AGCAC TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGAT
S T Y w N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M |

ABMCAC TTATTGGAATTTCIECATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGAT
T Y w N F w L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M |

éCAG-A-AT-A.AA -
[ N D[N N

-BMACTTGGEICCCCTAIGGGGATGTAATEMGCACATGGGCAAGGGTEAAACATTGTCCAGEGGANMBTGTT
Q D BT W P HEE G C N T O w A NV K H C P D L L

ACAGTACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Q Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L
ACAGTACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Q Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L
ACAGTACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCIGATGGACTTETT
Q Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L

ACEMGTACAATGIGCAM---CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAGGGTEAAACATTGTCCAATGGACTTGTT
Y N T W A P K G C N D T O w A NV K H C P M D L L

BCATCCTATTAGGCTATGTGTIGECAG
H P | R L C \ Q
GTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
Y G L H P | R L C \ Q
GTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
Y G L H P | R L C \ Q
GTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
Y G L H P | R L C \ Q

GTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
Y G L H P | R L C \ Q
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Anexo 22 - Clones da amostra 7599 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7599 clone
Frame 1

7599 clone 2
Frame 1

TATGA.G.TGTGGCACA.CCAC-TATATAGGATT.ATTACTGTTGGTGGGAAATT.GAAG.ATCTGG.ATG
Y EPE Vv A P Y | G | T VvV G G K E el S M
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATG
Y E G VvV A H P R Y | G L | T VvV G G K L E E S G M
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATG
Y E G VvV A H P R Y | G L | T VvV G G K L E E S G M
TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATG
Y E G VvV A H P R Y | G L | T VvV G G K L E E S G M
ACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTA-TTTCCTGG.TGTAGACC.TTT-TAA.TATTTTAG.TAC-GACT
S C G | D | M|
ACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACT
T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T
ACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACT
T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T
ACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACT
T S A | E c w G T F P G C R P F T N Y F S Y E T
AACAGAEBGTATACANGHABEEAATEACACTGETECATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACHETATATA
N R EN | ENES/EE \ B 7 W . . E S vYyEEmR E 1T Y |
AACAGAACTATACAGGAAAC.AATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAG- ——————————————
N R T | Q E N D T A T L L E S Yy N EA--------------
AACAGAACTATACAGGAAACEAATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATA
N R T | Q E T N D T A T L L E S Y N R E | T Y |
AACAGAACTATACAGGAAACEAATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATA
N R T | Q E T N D T A T L L E S Y N R E | T Y |
TATAAAACAATGTGTECAGATAGTGATCATTGTCAAGABMTATGAGTGEMIGAANEG TEHCAACTGAETGGEAAT
Y K T M C D S D H C Q Y E C vV o Q L N
—————————— TGTGT.CAGATAGTGATCATTGTCAA.ACTATGAGTGCGAAAGGGTCC.A.TAAATG.GAAT

E C E R Vv N el N

---------- /M C Bl D S D H C Q EWEM Y

TATAAAACAATGTGTEICAGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAAIEEEAET
Y K T M C D S D H C Q D Y E C E R VvV Q L

TATAAAACAATGTGTEICGGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGEGAAT
Y K T M C D S D H C Q D Y E C E R Vv Q L N N

GGG TIAAN A GHIG AA T ATANG CINGHRNG - - NOAAGE / \@ THCEEAC ACEBTTATTGGAATTTCABAT
L KB N | S Y N _H - IR D__ T P Y W N F

TT TA.T.AT.GAATAA.TGTGG.G.—— -ETERTAATABTAGCAC TTATTGGGATTTCACAT

b s D R | S - - -PEE N T y wHENEF T

AG TARTEATGEAATAAATGTGGEGGETHGCTEENEENEG T GGTAATAGTABMCAC TTATTGGAATTTCGCAT
S HENEEEEAE | NV NN N N S N S HWT Y W N F W

AN TAGTGG------ AAEBTGTGGEGHETE BGTGEGGTAATAGTAGCAC TTATTGGAATTTCACAT
------ \ N S T Y W N F T

GGTT-TATGTAATCAAACTGAGAATIAAAAGICAATTCTTITTCCAGAAGAAGAAATGITACAG———AATG
w B Cc N Q N el A B L || mE Q --- N

GGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACEATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATG
w L L C N Q T E N K K T | L \% P E E E M | Q Y N

GGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATG
w L L C N Q T E N K K T | L \% P E E E M | Q Y N

GGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATG
W L L cC N Q T E N K K T | L \% P E E E M | Q Y N
A.AAT-ACTTGG.CCCCTA.GGGATGTAAT..CACATGGGCAA-GT.AAACATTGTCCA-GGA-TGT
D NEWT WwWESErEEG C NBFET W ANEWY K H C P WM™ D

ACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGT
D N R T W A P K G C N D T W A K vV K H C P M D L

ACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTHET
D N R T W A P K G C N D T W A K vV K H C P M D L
ACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGT
D N R T W A P K G C N D T W A K vV K H C P M D L
TGTATGGGETECATCCTATTAGGCTATGTGTIGCAG

L Y G M H P 1 R L c VvV Q

TGTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
L Y G L H P | R L c VvV Q =

TGTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
L Y G L H P | R L c VvV Q

TGTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
L Y G L H P | R L c VvV Q
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Anexo 23 - Clones da amostra 7640 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7640 clone
Frame 1

7640 clone 2
Frame 1

7640 clone 3
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACEGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACEGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
E C W G F P G C R P F HDE N Y F S Y HYE T N R

RN H

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGABTATGAGTGIEMIGA ANEG TECAACTIG GGEAATIGGG T THAANMGEGAEEATAAGH- THEARSANAREASTH

Q Y E C \ Q L Wl G N | .- N T T D T
CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCIGAMTAAATGGGAAT TTHAGTGETAGAATAAGEGTGGAGGATAEMTAATA|

Q Y E C E R vV i L N G N R | \ N S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCIGAMTAAATGGGAAT TTHAGTGETAGAATAAGEGTGGABMGATABMTAATABMTAGCAC
Q D Y E C E R vV i L N G N R | \ N HYE S T
CAAGACTABGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGEGAAT ---AATHEGTIGGAABNGEG GHEGHENNENG TGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N N --- N S T E S N S S T
CAAGACTABGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGEGAAT ---AATHEGTIGGAABNGEG GHEGHENNENG TGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N N --- N S T E S N S S T

BT TATTGGAATTTCABMATGGTTEGETATGTAATCAAACTGAGAATIMAAAAGGCAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAAATGIGBTACAG
@y W N F NS W L M C N Q T E N HE K W | L WP E E E M WM Q
TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACIBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
Y W HDE F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
Y W HDE F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E M | Q
---AATGANAATEEEACTTGGEMCCCCTAGGGGATGTAATIMGEGCACATGGGCAAGGGTIGAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTA
N T W G C N BT W A \ K H C P D L L Y

--- N D P
TACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTA
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
TACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGEMGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTA
Y N D N R T W A P K G C N D T A K \ K H C P M D L L Y
TACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTA
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

TACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGEMGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTA
Y N D N R T W A P K G C N D T A K \ K H C P M D L L Y

TGGGETECATCCTATTAGGCTATGTGTGICAG
G H P | R L C \ Q

TGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

TGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

TGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

TGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q
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Anexo 24 - Clones da amostra 7966 da regiao gp90 da combinagéao O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7966 clone 3
Frame 1

7966 clone 2
Frame 1

7966 clone
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAGTTAGAAGIGBATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y L E il S G M T S A |

| G L | T \ G G K

AGAATGTTGGGGTA
E C W G

TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
F P G C R P F HDE N Y F S Yy HVE T N R EE | H
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGABTATGAGTGIEMIGA ANEG TECAACTIG TGGTAATGGGTTAAABMGTGANNATAAGEH- THEAREAEA ABAE
Q WE v E C EEEWw v Q L H G N Bl L el v I | e N ]

CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGAETAAA TGGEAAT---TTHAGTGEEAGEATAAGTETGGAGGATAATAA
Q Y E C E R vV i L N G N - - - | S N N
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGECCGAEMTAAA TGGEAAT---TTHAGTGEEAGEATAAGTETGGAGGATAATAA
Q D Y E C E R AN L N G N - | S N N
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAANINENENNG THETAATHIEEETAAATGT GABNGG THA G THENEANNETGGETAA
Q D Y E C E R \ Q L K N T S N N I N \ S N
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAANNNGEININGGENTAATHEHIEETTAAATGT GANGG THAN T HENEANNG TGGTAA
Q D Y E C E R \ Q L K K [ N N B L N \ T N N N S N

THGEEACACEBTTATTGGEMATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATIMAAAAGGICAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAA
EEDEENENE v W Y F el W L M C N Q T E N HeE K W | L MW P E E E
TABMTAGCAC TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACIGATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E
TABMTAGCAC TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E
TAGTAACAC TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA

S N T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E

TAGTAACAC TTATTGGEMATTTCGCATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
S N T Y w F w L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E

BWACTTGGECCCCTAGGGGATGTAATEMGCACATGGGCAAGGGTGAAACATTGTCCAGEGGA
HET wHESEP°? KNG C NEET W ANSMY K H C P WD

ATGATACEMGTACAATG
M Y N

ABMBGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D

ATGATACTGTACAATGGCAC CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | L Y N G T T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D

ATGATACTGTACAATGGCAC CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | L Y N G T T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D

ATGATACTGTACAATGGCAC CACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | L Y N G T T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D

EETGTTGTATGGGH
L L Y G

CATCCTATTAGGCTATGTGTGICAG
H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q

CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGCTATGTGTACAG
L L Y G L H P | R L C \ Q
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Anexo 25 - Clones da amostra 7991 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

7991 clone 2
Frame 1

7991 clone 3
Frame 1

7991 clone
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGETTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA
E C W G

TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
F P G C R P F HDE N Y F S Yy HVE T N R EE | H
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACEMAGGCTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGABTATGAGTGIEMIGA ANEG TECAACTIG GGEAATGGGINNEAA - - - AGTGAA THT NGOG A e o - lopN o]
Q Yy E C V. Q L Nl G N HCNTNY---EmaE N
CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCIGAMTAAATGGGAATETAGTGATAGAATAA GTGGAGGHETAMET ---AA
Q Y E C E R vV i L N G N D W | \ E --- N
CAAGGBICTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAANMGEABTAGTGETGATABAATAAAGGTGGANETAGT GGTAA
Q McH Y E C E R \ Q L S D I | \ E S G N
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAANEEN ABTAGTANTEATABMGATAAATGTGEEGGETAG THENGENNGEGGTAA
Q D Y E C E R \ Q L S | N \ S G N
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGEGAATAGTAGT GG - GGTAA
Q D Y E C E R \ Q L N N S HNENC- - -- - - G N

THGEEECACETTATTGGEATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATIMAAAAGGCAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAA
DEEENES Y W e F el w L M C N Q T E N HeE K W | L MW P E E E

TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E
TAGTAGCAC TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
S S T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E

TAGTABMCAC TTATTGGEMATTTCGCATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGIGICAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
S HVE T Y w HNE F w L L C N Q T E N K K | L \ P E E E

TAGTAGCAC TTATTGGGATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAA
S S T Y w D F T W L L C N Q T E N K K T | L \ P E E E

ATGGETACAGEAMGA TEAMAAT ACTTGGEICCCCTAGGGGATGTAATEMGECACATGGGCAAGGGTGAAACATTGTCCAGEGGA
M A Q EVEECENYE N T WHESE PHEEG C NEBENET W ANSMY K H C P WD

ATGATACAGTACAATGACAATI
M Q Y N D N

ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
| T W G C N D T W A K \ K H C P M D

A P K

ATGATACEMGTACAATGGC AN ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | Y N T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D

ATGATACAGTACAATGGICAET ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGAGACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | Q Y N T W A P K G C N T W A K \ K H C P M D

ATGATACAGTACAATGACAATEIGEACTTGGGCCCCTAAGGGABMGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGA
M | Q Y N D N T W A P K G N D T W A K \ K H C P M D

EETGTTGTATGGGH
L L Y G

CATCCTATTAGGETATGTGTGICAG
H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q
CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG

L L Y G L H P | R L C \ Q

CTTGTTGTATGGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG
L L Y G L H P | R L C \ Q
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Anexo 26 - Clones da amostra 8003 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRAO2
Frame 1

8003 clone 2
Frame 1

8003 clone 3
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACAECCHCABMTABATAGGETTEATTACTGTTGGTGGGAAATTGEGAAGGHETCT
Y ENPDE V A H P HeH Y | G L | T V G G K L E G S
TATGAAGGTGTGGCACATCCECGTTABMATAGGETTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGEETCT
.Y E G Vv A H P M Y | G L | T V G G K L E S
TATGAAGGTGTGGCACATCCEHCATTABATAGGETTAATTACTGTTGGTGGEMAAATTAGAAGGETCT
Y E G VvV A H P H Y | G L | T V G G K L E G S

TATGAAGGTGTGGCACATCCEHCATTABATAGGETTAATTACTGTTGGTGGEMAAATTAGAAGGGETCT
Y E G VvV A H P H Y | G L | T V G G K L E G S

GGEMATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTABMGTTTCCTGGETGTAGACCGTTTGETAAMTATTTT
G M T S A | E cC W G F P G C R P F HDE N Y F
GGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTT
G M T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F

GGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTT
G M T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F

GGGATGACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTT
G M T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F
AG.TA-GACTAACAGA-TATA.ATG.A.A.AAT.A.ACTG.TTCATTATTAGAGTCATAT.AT

Y BVE T N R EEEO/AEes N W T W S L L E S Y IR

AGCTA.GAGACTAACAGAACTATA.A.GAAA-AATGA.ACTGCT.CATTATTAGAGTC.TAT.AT
S T | MW E N HDE T A S

AGCTABMGAGACTAACAGAACTATAMATGAAAABAATGABACTGCTTCATTATTAGAGECATATTAT
S Y E T N R T | E N T A S L L E Y Y

AGCTAMGAGACTAACAGAACTATABATGAAAABAATGABACTGCTTCATTATTAGAGGCATATTAT
S Y E T N R T | A E EVE N T A S L L E Il Y Y

AGAGAGATAACETETATATATAAAACAATGTGTACAGABMAGTGATCATTGTCAAGAATATGAGTGH
R E | T A | Y K T ™M C T D S D H Cc Q Y E C

AGNN---- - - - - - ———-——————————— - TGTGTACAGA.AGTGATCATTGTCAA.A.TATGAGTGC
———————————————————————— mE C S C Q Y E C
AGAGAAATAACCTTTATATATAAAACAATGTGTACAGABAGTGATCATTGTCAAAAATATGAGTGC
R E | T F | Y K T M C T D S D H C Q K Y E C

AGAGAAATAACCTTTATATATAAAACAATGTGTACAGABAGTGATCATTGTCAAAAATATGAGTGC
R E | T F | Yy K T M C¢ T D S D H C Q K Y E C
AGHABEGCTAGAREGEGAE T GGHAATGGGINIAA ABGTGAATATAAGET AGAREAC ANGHEC TG A GEEA
L RN _Jav

GABAGGGTEEGHENNA/ANTGGGAATE INNAGHGHET AGANNAAGHGTGCAGGANANTEATEANAGEA
' R | N G N E S D R | S v F D N _N_N__S

AABATGGTANAN - ATTGECAAT ---AAGGTAAATATAA  TAGAGAACAGTEICTGAATGGA
MV - - — - I | E__N E_LW

AABATGGTAENAN - ATTGECAAT ---AAGGTAAATATAA  TAGAGAACAGTEICTGAATGGA
L N_BEVERNRVAN N _BEE | D N | Rl K DV N

-ECHAN-TGGEETTTCAEMBTGGTTGGEATGTAATCAAACTGAGAATCEMAAAGGCAATTCTTATTC
- R

--CHlAM-TGG G.TTTCA-TG GTTA-ATGTAATCAAACTGAGAAT-AAAGAC.ATTCTT.TTC
- - I - W7 F WL C N T N T | L

ETCEEABGTGGGETTTCAGETGGTTAGEATGTAATCAAACEGAGAATCIBAAAGACAATTCTTATTC
N__H LT W F RV E N Q___ T E N L K LT | L |

BTCEAEAEGTGG G.TTTCAG.TG GTTA G.ATGTAATCAAACTGAGAATC.AAAGACAATTCTTATTC

| Z
T
=
[0
al
7

CAGAAGABGAAATGGTACAGHEA TGATAAT-TACTTG GICCCCTAIG G GATGTAAT-CACIT
P E E E M Q N

CAGAAGA.GAAATGATACAGTA-TGA.AAT-ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACAC.T

P M | Y N T _ W __A P G __C N
CA GAAGA.GAAATGATACAGTA TGATAATTCTACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACAC.T
P M | Y N T W __A P N
CAGAAGA.GAAATGATAC.GTA TGATAATTCTACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACAC.T
D__N WA K N__D
GGGCAAGGGTGAAACATTGT

=
GGG CAA-GT.AAACATTGT
W__A V C

=
GGGCA AGGGTGAAACATTGT
W__A VK

=
GGGCAAGGGTGAAACATTGT
V\ A R K H



168

Anexo 27 - Clones da amostra 8020 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

8020 clone 2
Frame 1

8020 clone 3
Frame 1

TATGAGGETGTGGCACABMCCACHEMTATATAGGATTEATTACTGTTGGTGGGAAATTEGAAGGATCTGGEAT
Y E HPE Vv A H P HeH Y | G L | T V G G K L E el S G M

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGAT

- Y E G V A H P R Y | G L | T V G G K L E E S G M

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGAT
Y E G V A H P R Y | G L | T V G G K L E E S G M
ATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGAT

E G V A H P R Y | G L | T V G G K L E E S G M

GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTABMGTTTCCTGGETGTAGACCETTTGETAABMTATTTTAGETACHEGA
T S A | E c W G F P G C R P F HDE N Y F S Y HYE

GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACEAGA
T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y

GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGA
T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y

GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACEAGE
T S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y s

CTAACAGABGTATACANGEAEEEAATEACACTGETECATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACHETAT

T N RIENE  ENIUEE N B 7 W/Ass . . E s YNEER E | T Y

CTAACAGAACTATACAGGAAACMAATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATACIN- -~ - -~ -~ - -~
N R T | Q E N AT L L E S Y NIEUEE-----------

-

CTAACAGAACTATACAGGAAACBAATGACACTGCTACATEATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTAT
T N R T | Q E T N D T A T L E S Y N R E | T Y
CTAACAGAACTATACAGGAAACBAATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTAT
N R T | Q E T N D T A T L L E S Y N R E | T Y
ATATATAAAACAATGTGTEICAGATAGTGATCATTGTCAAGABMTATGAGTGEllIGAANEG TECAACTGAETGG

| Y K T M C D S D H c Q Y E C vV o Q L

_____________ TGTGT.CAGATAGTGATCATTGTCAA.ACTATGAGTGCGAAAGGGTCC.A.TAAATG.
_____________ /&l C @ D S D H C QEENMY E C E R V HRE L N

ATATATAAAACAATGTGTEICAGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGE
| Y K T M C D S D H c Q D Y E C E R VvV Q L N

ATATATAAAACAATGTGTEICAGATAGTGATCATTGTCAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGE
| Y K T M C D S D H c Q D Y E C E R VvV Q L N

WAATGGGHNA A ANGHGHEAT A NAAGE - TACANGAGANG @ THGEEAC ACETTATTGGAATTTCABATGGTTGE
N L KBV N | S B v N __ T T L D__T P Y __W__N [ K

GAAT N AGTGHETHEGAANSNGHGHGCGAGGE TEATAATABTAGCAC TTATTGGGATTTCACATGGTTA
H N [E S D__R | S LV E D__N__N__N S Y W D [ T

GAAT -- AATHEGTGGAANNGEGGEGAMTAGTGEGGETAATAGTAGCAC TTATTGGAATTTCACATGGTTA
H N -- N S T E | S N S S T Y __W__N [ T
GAAT -- AATHEGTGGAANNGEGGEGAMTAGTGGETAATAGTAGCEC TTATTGGAATTTCACATGGTTA
H N -- N S T E | S N S S Y __W__N F T

GTATGTAATCAAACTGAGAATIAAAAGGCAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAAATGIGTACAG- - -AATGAMAA
v C N O T F N __O K LA I L | P F _F__F LM\ O LN DN

TTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGAC.ATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAA
L C N Q T E N K K T | p E E E M | Q Y N D

Z

TTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAA
L C N Q T N K K T | L |

TTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGTACAATGACAA

T-ACTTGG.CCCCTA.GGGATGTAATIICACATGGGCAA-GTIAAACATTGTCCA-GGA-TGTTGT
T W S C N T W A K

TCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGT
M

TCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCC.ATGGACTTGTTGT
R T W A C N D T W A K K H M D

.CGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGT
T W A C N D T W A K K H C M

ATGGG.T-CATC CTATTAGG.TATGTGT.CAG

ATGGGCTGCATCCTATTAGG.TATGTGTACAG
Y L H P | R L C__V

ATGGGCTGCATCCTATTAGG.TATGTGTACAG

ATGGGCTGCATCCTATTAGG.TATGTGTACAG
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Anexo 28 - Clones da amostra 9105 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9105 clone
Frame 1

9105 clone 2
Frame 1

9105 clone 3
Frame 1

TATGAG
Y E

GTGGCACABCCAC TATATAGGATTGATTACTGTTGGTGGGAAATTIEGAAGGATCTGGEMATGACTAGTGCTAT
\ A H P HeE Y | G L | T \ G G K L E il S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

TATGAAGGTGTGGCACATCCACGTTATATAGGATTAATTACTGTTGGTGGGAAATTAGAAGAATCTGGGATGACTAGTGCTAT
Y E G \ A H P R Y | G L | T \ G G K L E E S G M T S A |

AGAATGTTGGGGTA
E C W G

TTTCCTGGETGTAGACCEGTTTGEMTAAMTATTTTAGETACEEMGACTAACAGAGTATACAN
F P G C R P F HDE N Y F S Y WmVE T N R EE | H

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACHEA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T
AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

AGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCATTTACTAACTATTTTAGCTACGAGACTAACAGAACTATACAGGAAACGA
E C W G T F P G C R P F T N Y F S Y E T N R T | Q E T

ATEHACACTGETEICATTATTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACEMTATATATATAAAACAATGTGTIMCAGATAGTGATCATTGT
N T L L E S Y R E | T Y | Y K T M C D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGNIN
N D T A T L L E S Y N

TGTGTEMCAGATAGTGATCATTGT
C D s D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C
ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

ATGACACTGCTACATTATTAGAGTCCTATAATAGAGAGATAACTTATATATATAAAACAATGTGTTCAGATAGTGATCATTGT
N D T A T L L E S Y N R E | T Y | Y K T M C S D S D H C

CAAGAEMTATGAGTGEMIGA ANEG TECAACTG GGEAATGGGHT A NESGIGHE A A THA C GNNCaacRcARae @ Tl

Q Y E C \ Q L EEEENCE N C K N S Y N T T
CAAHACTATGAGTGCGAAAGGGTCCGAMTAAATGGGAATEH HETAGTGHENNGAANNEGHGHEGGEGGE TEETAATA

Q Y E C E R vV i L N lcl N W [@. s D R S E D N N S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGATTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | S G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGATTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | S G N S S T
CAAGACTATGAGTGCGAAAGGGTCCAACTAAATGAGAATA ATAGTG GAACTGTGGAGATTAGTGGTAATAGTAGCAC
Q D Y E C E R \ Q L N E N N S G T \ E | S G N S S T

TTATTGGAATTTCABMATGGTTGGTATGTAATCAAACTGAGAATIMAAAAGGICAATTCTTIMTTCCAGAAGAAGAAATGIGBTACAG-
Wy W N F W L M CcC N Q T E N NS K W | L WP E E E M WM Q -

TTATTGGEATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACGBATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y wmhmFfF T W L L C N Q T E N K K T 1 L Vv P E E E M I Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGIGCAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y W N F T W L L C N Q T E N K K mw 1|1 L Vv P E E E M I Q
TTATTGGAATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGABAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAAGAAATGATACAGT
Y W N F T W L L C N Q T E N K K T 1 L Vv P E E E M I Q
TTATTGGEATTTCACATGGTTATTATGTAATCAAACTGAGAATAAAAAGACAATTCTTGTTCCAGAAGAABMAAATGATACAGT
Y wmhmFfF T W L L C N Q T E N K K T 1 L V P E ENESEM | Q
--AATGANAATEEEEACTTGGEMCCCCTAGBGGGATGTAATEGECACATGGGCAAGEG TEAAACATTGTCCAGEGGAMBTGTTGTAT
-- N D N T W G C NBEEWT W ABNMY K H C P mwWOD L L VY

P
ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y
ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGETGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

ACAATGACAATCGCACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAATGACACATGGGCAAAAGTAAAACATTGTCCAATGGACTTGTTGTAT
Y N D N R T W A P K G C N D T W A K \ K H C P M D L L Y

GGGETECATCCTATTAGGETATGTGTGICAG
G H P C \ Q

| R L

GGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGTTATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q

GGGCTGCATCCTATTAGGETATGTGTACAG
G L H P | R L C \ Q
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Anexo 29 - Clones da amostra 9214 da regiao gp90 da combinagéo O.



POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA0O2
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

POCONE-BRAO1
Frame 1

POCONE-BRA02
Frame 1

9214 clone
Frame 1

9214 clone 2
Frame 1

TATGA.G.TGTGGCACA.CCACA.TA.ATAGGATT.AT.ACTGTTGGTGGGAAATT.GA-GGATCTGG-AT
Y E HPE vV A O | | G T V G G K G S G WY

TATGAAGGTGTGGCACATCCACETTAMATAGGATTAATIMACTGTTGGTGGGAAATTAGAMGEMATCTGGGAT

.YEGVAHP-E-YIGLITVGGKLE-S G WY

TATGAAGGTGTGGCACATCCACATTABMATAGGATTAATEMACTGTTGGTGGEMAAATTAGAGGGATCTGGGAT
Y E G V A H P H Y | G L | T V G G K L E G S G
TATGAAGGTGTGGCACATCCACATTABMATAGGATTAATEMACTGTTGGTGGGAAATTAGAGGGATCTGGGAT
Y E G V A H P H Y | G L | T V G G K L E G S G
GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTAMGTTTCCTGGETGTAGACCETTTGETAAMTATTTTAGETACHEEGA
BT S A | E c W G F P G C R P F HDE N Y F S Y HYE
GACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCETTTACTAABTATTTTAGETACIGEGA
BT S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y
BACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCETTTACTAABTATTTTAGETACIGEGA
BT S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y
BACTAGTGCTATAGAATGTTGGGGTACTTTTCCTGGATGTAGACCETTTACTAARMTATTTTAGET ARG A
BT S A | E c W G T F P G C R P F T N Y F S Y HVE
CTAACAGABGTATACANGEABEAAATEACACTGETECATTABMTAGAGTCETATEATAGAGAGATAACHETAT
T N RIENE  ENIUEE N B 7 W/Ass . . E s YNEER E | T Y

CTAACAGAACTATACAGGAAABAAATGACACTGCTIMICATTAMTAGAGTCCTATEMATAGNN-----------
N R T Bl F B N D T A NG L L E S Y EMAM-----------

-

CTAACAGAACTATACAGGAAABGAATGACACTGCTECATTABMTAGAGTCCTATEMATAGAGAGATAACCTAT
T N R T | HeHl E N D T A L L E S Y R E | T Y
CTAACAGAACEATACABIGAAAEEAATGACACEGCTECABTABTAGAGTCCTGTEATAGEGAGATAACCTAT
T N R T | E N D T A L L E S R E | T Y
ATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAGABMTATGAGTGElIGA ANEG THCA ACTGAE

| Y K T ™M C T D S D H c Q Y E C vV o Q L

————————————— TGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAHABTATGAGTGCGAAAGGGTECE ABTAAA
M CcC T D S D H C Q H/D Y E C E R VvV HR H L N

ATABATAAAACAATGTGTEICAGATAGTGATCATTGECAAGABTATGAGTGCGAAAGGGTECA ACTAAG
| K T M C D S D H C Q EhmE Y E C E R VvV Q L

ATATATAAAACAATGTGTACAGATAGTGATCATTGTCAAGABMTATGEGTGCGANANGG THEANENEGGETAAA
Il Yy K T M C€C T D S D H C Q NS vy WA C EPEE"E [ NV N

W \% M
TGGIAAT- ITTAAIAIT-AIATIA-T-AAIA-AIAIT_CACI TTATTGGEATT
[ | | c@ [ K . Vv N | S Y N T T L D T [P [ v LW N ||
TGGGAATH TTAGTGETHEGAAMMEGHG TGGAGGAMAANAATABMAGCAC - TTATTGGGEATT
G N N FEo S D R U1 S EAVARE F HOEN N BEVEN N IS [y W D L
TGEGAAT - - —AATAITIGAAIT-G_AATA-AGCAC - TTATTGGEATT
N - -- | S G T V_ E ] S | G| N S [ v W N ||

T-GAIT_TIAITAITIGIAATIA-T-AG_AATA-AICA_AITGG-TT
v 7T N M T N __S | < LT N W F AL K WG

TCABATGGTTEGTATGTAATCAAACTGAGAATIIAAAAGIGCAATTCTTETTCCAGAAGAAGAAATGIETACAG
I2 K W L vV C N Q T E N Q K A | L | [ E E E M __V Q

TCA.ATGGTTA.TATGTAATCAAACTGAGAAT.AAAAGAC.ATTCTT.TTCCAGAAGAAGAAATGATACAG
W L L C N Q T E N K K T | P E E E M |

|

CA.ATGGTTA.TATGTAATCAAACTGAGAAT.AAAAGACAATTCTT.TTCCAGAAGAAGAAATGATAC.G
T W L L C N Q T N K K T | L E M | L

-

CA..TGGTTA.TATGTAATCAAACTGAGAAT-AAAGACAATT.TT.TTCCAGAAGAAGAAATGATACA.

5
=
—
<

.A-AT.A-AA— --BACTTG G.CCCCTA.GGGATGTAAT..CACATGGGCAA-GT.AAACATTGTCCA-
--- T W S C N T W A K

TACAATGA.AA_ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT.ACACATGGGCAA-GT-AAACATTGTCCAAT
Wi

TACAATGGEAE- - —-ACTTGGGCCCCTAAGGGATGTAAT.ACACATGGGCAA-GT-AAACATTGTCCAAT
--- T W A C N D T W A K K H \Y

<
4

.A-A.GA-AA_ACTTGGG.CCCTAAGGGATGTAAT.ACACATGGGCAA-GT.AAACATTGTC.AA.
C N N T K H C

W A

GGA-TGTTGTATGGG-T.CATCCTATTAGG.TATGTGT.C

GGABMTTGTTGTATGGGETECATCCTATTAGGETATGTGTAC
D L L Y L H [ | R L C LV

GGA.TTGTTGTATGGG-T.CATCCTATTAGG.TATGTGTAC

=
HGARETET TETATGGEEMTECATCCTATTAGGETATGTGTAC
D | L Y | H [ | R L C_ LV
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