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Caracterizacao fisioldgica de proteinas celulares na
modulacao do receptor celular CD4 mediada pela
proteina viral Nef do Virus da Imunodeficiéncia

Humana Tipo 1.



RESUMO

A modulacdo de CD4 é uma das principais caracteristicas da infeccdo por HIV e Nef
desempenha um papel importante neste processo. Foi observada uma clara relacdo entre a
degradacdo do receptor viral CD4, com o aumento da infecciosidade e a replicacdo viral,
sugerindo a participacdo deste fendbmeno na patogénese e progresséo da infec¢do. No entanto,
0S mecanismos envolvidos na internalizacdo e degradacdo de CD4 mediada por Nef ndo séo
totalmente compreendidas e diferentes proteinas celulares tém sido apontadas como
importantes parceiros celulares de Nef. Nef agiria na superficie celular como um conector da
cauda citoplasmatica da molécula CD4, com membros do complexo adaptador
heterotetramérico de clatrina, redirecionando a molécula CD4 para vesiculas endociticas. Uma
bomba de prétons vacuolar (V-ATPase) e a proteina Epsnl5 foram envolvidas no aumento da
forca de ligagdo Nef e a subunidade p2 de AP-2. Com a finalidade de evitar a reciclagem de
CD4 para a superficie celular, uma segunda conexdo entre CD4 e a proteina B-COP é
estabelecida por Nef, o que permitiria direcionar o receptor para degradacdo lisossdmica.
Adicionalmente, duas proteinas foram também envolvidas no mecanismo a tioesterase humana
Il (hTE-11/AcoT8) e a dinamina 2 (Dyn2). Entretanto experimentos para validar a relevancia
fisioldgica dessas proteinas ndo foram conclusivos. Neste trabalho, pretendemos determinar a
relevancia fisiologica das proteinas: AP1, AP2, AP3, VH1 ATPase vacuolar, f-COP e AcoT8,
na modulacio de CD4 mediada por Nef, em linhas de células T e linfocitos T CD4" de sangue
periférico, infectados pelo HIV-1 . Primeiramente, anélises de FRET-FACS entre alelos de Nef
e as proteinas celulares apresentaram diferentes niveis de interacdo. O receptor CD4 mostrou
variaveis niveis de interacdo com os alelos de Nef, NA7, NL4.3 e Mac239 (39%, 15% e 13%,
respectivamente) e uma forte interagdo com as proteinas Ap2, B-COP (50,4%, 32%
respectivamente). Por outro lado os alelos de Nef mostraram interagir principalmente com
Ap2, B-COP e AcoT8, este ultimo apenas com o alelo NA7. Experimentos de microscopia
confocal confirmaram os resultados obtidos por FACS-FRET mostrando em alguns casos
alteracOes claras na localizagdo subcelular destas proteinas. Finalmente, o silenciamento da
expressao endogena das proteinas celulares na linha de célula T SupT-1 e em linfocitos
primarios CD4" mostrou a proteina AP2 como sendo necessaria e suficiente para a modulagio
de CD4 mediada por Nef.

Palavras-chave: Alelos Nef, FRET, HIV-1, Ap2, Diminuicdo da expressdo de CD4, Patogénese
CD4



ABSTRACT

Down-modulation of CD4 is one of the hallmarks of HIV infection and Nef plays a
major role in this process. Has been observed a clear relation between the CD4 viral receptor
degradation with the infectivity and viral replication, which suggest the high relevance of this
mechanism during the pathology and infection progress. However, the exact mechanisms
governing Nef mediated internalization and degradation of CD4, are incompletely understood
and different cellular proteins have been suggested as key players. Nef would act on the cell
surface as a connector in cytoplasmic tail of CD4 molecule with members of heterotetrameric
clathrin adapter complex, redirecting the CD4 molecule for endocytic vesicles. VVacuolar proton
pump (V-ATPase) and Epsnl5 protein would be involved enhancing the strength binding of
Nef on subunit u2 of AP-2. In order to avoid recycling of CD4 to the cell surface, a second
connection between CD4 and [-COP is established by Nef protein, which would direct the
receptor to lysosomal degradation. Additionally, two proteins were also involved in the
mechanism human thioesterase Il (hTEII/AoT8) and dynamin 2 (DYN2). However
experiments to validate the physiological relevance of these proteins were not conclusive. In
this work, we aim to address the physiological relevance of AP1, AP2, AP3, VH1 vacuolar
ATPase, B-COP and AcoT8 for Nef mediated down-modulation of CD4 receptor in T-cell
lines, and infected primary isolated CD4 positive cells. First, FRET-FACS analyses with
different Nef HIV-1 strains showed different levels of interaction. The receptor CD4 shown
variable level of interaction with Nef alleles; NA7, NL4.3 and Mac239 (39%, 15% e 13%,
respectively) and a strong interaction with Ap2, B-COP (50,4%, 32% respectively). On other
hand, the alleles shown interacts mainly with Ap2, B-COP, and AcoT8 (only with NA7 alleles).
Confocal microscopy experiments confirmed FACS-FRET results showing clear changes in
subcellular localization of these proteins. Finally, endogenous cellular proteins knock-down
experiments by RNA interference in transduced SupT1 and primary lymphocyte CD4" cells

showed AP2 protein as being necessary and sufficient for Nef CD4 down-modulation.

Key words: Nef alleles, FRET, HIV-1, Ap2, CD4 down-modulation, pathogenesis.



Capitulo 1. Introducéo



1.1. Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
1.1.1. Um breve histérico

A Sindrome da imunodeficiéncia Adiquirida (Acquired Immune Deficiency Syndrome —
AIDS) ¢ causada pelo virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus -
HIV).

Os primeiros casos de infec¢do pelo HIV-1 foram relatados na década de 80 e associados
principalmente ao homossexualismo masculino. Por outro lado, a progressdo a sindrome era
relacionada ao cancer Sarcoma de Kaposi (tumor no endotélio linfatico), ou a uma série de
outras doencas oportunistas que afetassem diretamente aqueles individuos infectados [1].

Os primeiros indicios de que a AIDS tinha como agente infeccioso um retrovirus,
surgiram em 1983, quando um grupo de pesquisadores francés liderado por Luc Montainger no
Instituto Pasteur em Paris isolou um virus aparentemente novo. Esse virus foi denominado de
Lymphadenopaty Associated Virus (LAV) [2, 3]. Nessa mesma época, outro grupo de
pesquisadores, dos Estados Unidos, liderado pelo pesquisador Robert Gallo, relatou o
isolamento de um novo virus que infectava as células T, denominando de Human T-
Lymphotropic Virus (HTLV), que receberia a designacdo de HTLV tipo Il [4]. Posteriormente,
foi descoberto que o virus descrito pela equipe norte-americana era 0 mesmo descrito pelo
grupo francés. Em 1984, Jay Levy e colaboradores conseguiram isolar o virus de pacientes
assintomaticos, sugerindo entdo, que se tratava de pacientes portadores, recebendo a
denominacdo de retrovirus associado a AIDS (AIDS - Associated Retrovirus (ARV) [5]. Ainda
em 1984, a relacdo do HIV como agente etiolégico da AIDS foi aceita pela comunidade
cientifica e médica [6], [2], [1] e em 1986, o Comité Internacional de Taxonomia de Virus
(International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV), determinou que o virus recebesse a
designacdo de Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) [1, 7]. Nesse mesmo ano, outro
virus com caracteristicas semelhantes, entretanto menos patogénico foi denominado de (HIV-
2). Também nesse ano foram criados testes comerciais para deteccdo do HIV (estratégia que
diminuiu significativamente a transmissdo do virus por transfusdo de sangue). Outros avancos
importantes no tratamento da AIDS e com grande impacto no aumento das expectativas de vida
e melhoria da qualidade de vida dos portadores de HIV-1, foram o descobrimento do AZT
(1987) e o desenvolvimento da terapia antirretroviral altamente ativa (TARV) (1995) [6, 8] [5].

A AIDS rapidamente alcancou proporgdes pandémicas e a ocorréncia em diferentes
populacbes como; homens homossexuais ou heterossexuais, usuarios de drogas, portadores de

hemofilia, criancas e receptores de transfusdes de sangue mostrou uma mesma forma de



transmissdo, por meio de fluidos corporais das pessoas sadias com as infectadas [9].

1.1.2. Epidemiologia

Segundo o reporte da Joint United Nations Programme on HIV/AIDS de novembro de
2013 a [10] no ano de 2012 mais de 1,7 milhdes de pessoas vieram a 6bito em decorréncia da
AIDS, sendo que no ano de 2011 foram relatados 2,5 milhdes de novos casos e
aproximadamente 34 milhdes de pessoas encontravam-se infectadas [10]. A regido da Africa
Subsaariana apresenta a maior incidéncia de recém infectados do mundo, sendo estes em sua
maioria de idade entre 15-49 anos [10].

No Brasil, o 6rgao responsavel pela notificacdo e investigacdo de doencas e agravos
que constam na lista nacional de doencas de notificacdo compulsoria, dentre elas a AIDS, € o
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo — SINAN. Segundo estimativas realizadas
pelo Departamento de DST, Aids e Hepatites Virais aproximadamente 718 mil pessoas vivem
com HIV/Aids no Brasil. Considerando os dados acumulados de 1980 a junho de 2013 no
Brasil, foram notificados no Sinan, declarados no SIM e registrados no Siscel/Siclom um total
de 686.478 casos de aids, dos quais 445.197 (64,9%) sdo do sexo masculino e 241.223
(35,1%) do sexo feminino. Do total de casos registrados entre 1980 e junho de 2013, 379.045
(55,2%) sé@o das seguintes regides: Regido Sudeste; 137.126 (20,0%) da Regido Sul; 95.516
(13,9%) da Regido Nordeste; 39.691 (5,8%) da Regido Centro-Oeste; e 35.100 (5,1%) da
Regido Norte [11].

A prevaléncia da AIDS nos paises mais populosos permanece relativamente baixa,
mas em muitos deles, as condi¢des para o surgimento de uma epidemia em grande escala ja
existe. Entretanto, nos paises industrializados da América do Norte, Sul e Oeste Europeu, as
caracteristicas da epidemia mudaram, onde o indice baixo de prevaléncia associado ao acesso a
terapia retroviral teve um impacto favoravel, tanto na progressdo como na mortalidade. J& nas
minorias étnicas e populacdes pobres dentro destes paises o impacto benéefico da terapia é
menos pronunciado, onde a incidéncia da AIDS aumentou quando comparado com populacfes
mais ricas [12]. Em alguns destes paises, a transmissdo heterossexual passou a ser a principal
via de contaminacdo. Por outro lado, o acesso a terapia retroviral teve alguns efeitos
contrarios, ja que se detectou um aumento na incidéncia devido a um tipo de comportamento

chamado de “fadiga do sexo seguro” [13].

As vias de transmissdo do HIV séo diversas. O virus pode ser transmitido por meio do

contato com sangue e/ou secre¢des contaminadas, seja por intercurso sexual, transmissao



vertical, pelo uso de seringas e agulhas contaminadas, ou por transfusdo de sangue
contaminado [12, 14]. A transmissdo pela via oral € pobremente entendida. Tem sido sugerido,
que os riscos de transmisséo oral seriam maiores do que previamente estimados, no entanto, a
transmissdo oral € de oito a dez vezes menos provavel que a via vaginal ou retal [15].
Entretanto, estudos em macacos neonatos mostraram que a infecgdo por esta via parece ser
bem mais frequente que em adultos [16, 17]. Também foram detectados virus na secrecao
lagrimal de pacientes infectados. Estima-se que mais de 90% das infeccdes em recém-nascidos
e criancas sdo causadas pela transmissdo perinatal [18], sendo que, em 2013, foi estimado que
800.000 criancas tivessem sido infectadas, antes ou durante 0 nascimento ou por meio da
amamentacdo [10]. Sem tratamento, o risco da transmissdo vertical € de aproximadamente

25% a 30%, embora esta taxa de transmissao seja aumentada na Africa [19].

Outro dado preocupante, € que a AIDS tem aumentado significativamente entre as
mulheres. Quase 60% dos infectados com o HIV-1 sdo mulheres [20] despertando a
necessidade em desenvolver vacinas, microbicidas e outras estratégias de prevencdo para

amenizar a propagacao do HIV, principalmente nesses casos.

CASOS REGIONAIS

China 780.000
Tailandia 490.000
Indonésia 380.000
Leste Europeu 1.400.000
Brasil 490.000
Estados Unidos da América 1.300.000
Oriente Médio 300.000
Caribe 230.000
Oceania 53.000
Republica da Tanzania 1.600.000
Africa do Sul 5.600.000
Uganda 1.400.000
Mocambique 1.400.000
Nigéria 3.000.000
Zambia 970.000




Etiopia 790.000
Zimbabue 1.200.000
Quénia 1.600.000

Figura 1.1. Incidéncia mundial de individuos portadores de HIV no ano de 2012[20].

1.1.3. Perspectivas no controle da AIDS.

Desde sua descoberta, a pandemia da AIDS continua excedendo todas as expectativas
em severidade e impacto socio-global deixou de ser uma epidemia para passar a ser
considerada uma pandemia, e se, 0s nimeros de novas infeccBes continuarem crescendo no
mesmo ritmo, as consequéncias devastadoras observadas até aqui poderdo ser minimas, ao

serem comparadas com as de um futuro préoximo.

O desenvolvimento de novas drogas e estratégias para controle e reducdo do nimero de
pessoas infectadas, se faz necessario e urgente. Em 2006, na XVI Conferéncia Internacional de
AIDS, ficou claro que € necessario 0 empenho de toda populacdo mundial para que possa se
lograr o controle e até a cura desta sindrome.

Um dos grandes problemas no controle da AIDS estd no surgimento de variantes
resistentes aos inibidores presentes no coquetel antirretroviral, a permanéncia de reservatorios
virais latentes, a presenca de efeitos toxicos colaterais causados pelo tratamento e o alto custo
das drogas disponiveis no mercado. Dessa forma, a pesquisa de mecanismos béasicos de
patogénese volta a desempenhar um papel crucial na identificacdo de novos alvos
farmacoldgicos e consequentemente no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e de

vacinas eficientes e seguras.

1.2. Diagnostico, Manifestacdes Clinicas e Tratamento

1.2.1. Diagnéstico

O diagnostico para deteccdo da infeccdo pelo HIV é realizado por meio de testes
laboratoriais que envolvem a detec¢do de anticorpos por ensaio imunoenzimatico (ELISA),
entretanto, este exame pode ser reativo devido a alta sensibilidade do teste, fazendo-se
necessario o uso de métodos mais especificos, como “western blotting”, imunofluorescéncia e
diagndstico molecular, em caso de janela imunologica, como a reagdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) usada em pesquisas [5].

Os testes utilizados séo incapazes de identificar pessoas recentemente infectadas, uma
vez que apos a infeccdo demora- se de 6 a 12 semanas para que haja a producdo de anticorpos
(soroconversdo), periodo este denominado janela imunolodgica. Os testes utilizados apresentam

geralmente niveis de até 95% de positividade nos primeiros seis meses apos a infec¢do [10, 21].
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1.2.2. Manifestacoes clinicas

A infeccdo pelo HIV pode ser dividida em dois diferentes estagios ou fases: fase aguda
e fase crbnica. Na fase aguda, que pode ser assintomatica, a contagem de linfocitos T CD4 é
superior a 500 células/mm?®. Quando presentes os sintomas, que s6 aparecem durante o pico de
viremia e no inicio da resposta imunitaria (apresentados em sintomas como; gripe, febre,
linfoadenopatia causada pela dilatacdo dos ganglios linfaticos e linfonddos, certa perda de peso,
ndusea, voémito e hepatoesplenomegalia decorrente pelo inchago do baco e figado provocada
pelo aumento da atividade de defesa imonologica do organismo), é possivel que também
surjam doencas oportunistas como candidiase oral, meningoencefalite, tuberculose, pneumonia
e sindrome de Guillain-Barré que consiste no ataque do sistema imunitario ao préprio sistema
nervoso [5].

Na fase cronica ou tardia, a contagem de linfocitos T CD4 cai drasticamente entre 50 a
200 célulassmm®. Nessa fase 0s pacientes estdo muito mais susceptiveis a infeccdes
oportunistas causadas por virus, bactérias, fungos e protozoarios, como exemplos: pneumonia
decorrente da infec¢do por Pneumocystis carinii, criptosporidiase, encefalite por Toxoplasma
Gondii, e alguns tipos de neoplasia, como sarcoma de Kaposi e linfoma ndo Hodgkin, cancer

nos ganglios [5].

A maioria dos pacientes infectados, dentro de um periodo de até 10 anos, progridem
para um quadro clinico conhecido como AIDS, caracterizado este por uma profunda disfuncéo
do sistema imunoldgico, levando a ocorréncia de diversas doencas infecciosas oportunistas e
por fim ao Gbito em auséncia de tratamento anti-retroviaral [22].

Um dos fatos mais intrigantes da infeccdo pelo HIV é que embora a maioria dos
pacientes desenvolva AIDS, chamados de progressores (Prog) [23]. 2-5% séo aparentemente
saudaveis e apresentam niveis estaveis de LT-CD4" por uma década ou mais, sem tratamento
antirretroviral [24]. Dentro deste grupo se encontram 0s pacientes ndo progressores de longo
prazo (LTPN), e os controladores de elite (CE). Os LTPN sé&o caracterizados por uma carga
viral relativamente baixa (<10,000 copies/mm?® de plasma) e manutencdo de niveis estaveis de
células T CD4" (> 400/mm®) durante pelo menos sete anos. No entanto, a progressao a doenga
pode ainda ocorrer em alguns destes pacientes [25, 26]. J& os CE representam uma pequena
percentagem no grupo de LTNP (0,5 a 1% de pacientes HIV-positivos) e se caracterizam por
uma carga viral <50 copies/mm?® de plasma, e a concentracdo normal de LT-CD4", na auséncia
de tratamento [27-32]. Por outro lado, outros individuos, apesar de ter um comportamento de

alto risco, s@o soro negativos mostrando serem resistentes a infeccdo [22].



1.2.3. Tratamento

O surgimento da terapia antirretroviral altamente ativa (TARV) proporcionou ao
paciente dréstica supressdo da replicacdo viral, aumentando-lhe o tempo e a qualidade de vida.
Atualmente, os diversos antirretrovirais licenciados tém como alvo molecular, principalmente,
as enzimas transcriptase reversa (RT), protease (PR) e integrase (IN). Apos o uso do coquetel
antirretroviral por mais de uma década, o tratamento mostrou ter sérias limitagOes: ineficicia na
erradicacdo da infeccdo, dada a persisténcia de reservatorios virais, o surgimento de variantes
resistentes, devido a mutacBes e finalmente, por apresentar sérios efeitos colaterais, como
alteracbes no metabolismo de lipideos que redundam, em alguns casos, em acidentes
cardiovasculares, lipodistrofia muscular e ainda alteracGes neuroldgicas [33, 34]. Dentro dessa
nova realidade e gracas aos novos conhecimentos trazidos pela pesquisa basica, novas drogas e
abordagens terapéuticas estdo sendo desenvolvidas.

Uma nova tendéncia no tratamento antirretroviral ¢ a inducdo de resposta imunitaria
capaz de complementar o tratamento. Dessa forma, mediante o fendmeno chamado de
“autoimunizac¢do”, conseguido pela interrupcdo temporéria da terapia, busca-se estimular a
resposta imune especifica em pacientes submetidos a terapia antirretroviral. Grande parte das
mais promissoras drogas que estdo sendo testadas em ensaios clinicos visa inibir a interacao
entre as proteinas virais e celulares. Estas drogas agem, basicamente, nos trés diferentes
estagios da entrada do virus na célula hospedeira. As drogas mais promissoras sao as que agem
no ultimo estagio, onde ocorre a fusdo das membranas virais e celulares. A mais promissora,
dentre elas, € o inibidor T-20 [35], que foi aprovado pela “US Food and Drug Administration”.

Todavia, a implantagdo dessas novas drogas ainda esta em fase de teste e requer grandes
investimentos por parte das companhias farmacéuticas e por parte dos consumidores destes

produtos. Frente a isso, 0 desenvolvimento de novas formas de terapia faz-se necessario.

1.3. O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1)

1.3.1. Classificacdo Filogenética

O HIV-1 é um tipico membro do género Lentivirus da familia Retroviridae. O nome é
derivado do latim Lente, uma referéncia ao longo periodo de incubag@o nos hospedeiros e sua
capacidade de persistir e replicar-se por muitos anos, antes de causar sinais clinicos da doenca.

Os Lentivirus apresentam como caracteristicas principais: (i) causar efeitos citopaticos;
(ii) provocar deficiéncias imunoldgicas, desordens hepaticas e nervosas; (iii) deixar o individuo
susceptivel a doengas autoimunes. Apresentam ainda continua mutacdo viral e capacidade de

integracdo de uma copia do DNA viral no DNA do hospedeiro. O virus passa a ser denominado



provirus, apos seu genoma ser integrado no genoma da célula hospedeira [36]. Trata-se de um
virus constituido de duas moléculas de RNA fita simples, e por ser um retrovirus, utiliza a
enzima transcriptase reversa para a transcricio do RNA em DNA. Além de possuir
caracteristicas gerais dos retrovirus, como a presenca dos genes estruturais, gag, pol e env, 0s
Lentivirus codificam proteinas acessorias (Nef, Vif, Vpr e Vpu) e regulatérias (Tat e Rev) da
replicacdo viral. A descoberta do HIV estimulou a caracterizacdo de varios outros Lentivirus,
como aqueles isolados de primatas ndo humanos, SIV (“simian immunodeficieny virus”) [37],
[38], [9].

A analise de diversas sequéncias isoladas do HIV-1 permitiu a distincdo de trés grandes
grupos: M (major), O (outlier) e N (non M, non O) [9] [37]. Acredita-se que cada grupo seria
resultado de um evento de transferéncia independente de lentivirus de primatas ndo humanos
para humanos. No caso do HIV-1, teria ocorrido a transferéncia do virus SIV¢,, (chimpanze)
para seres humanos e oito linhagens de HIV-2 surgiram a partir da infeccao por SIVgy, (sooty
mangabeys). O grupo M do HIV-1 tem a maior prevaléncia entre os casos de AIDS no mundo,
principalmente o subtipo B, o de maior prevaléncia também no Brasil (Morgado et al., 1998).
O grupo major (M) pode ser subdividido em subtipos A, B, C, D, E, F, G, H, J e K e suas

formas recombinantes CRFs (circulating recombinant forms) [9].

1.3.2. Estrutura

O virion ou particula viral possui um didametro que varia entre 80 - 110 nm, um genoma
de aproximadamente 9,8 kb. As glicoproteinas do envelope viral, gp120 de superficie (SU) e
gp4l, a glicoproteina transmembrana (TM), sdo derivadas de um precursor gpl60, que é
clivado por uma protease celular. Na superficie do virion, € possivel detectar entre 7 e 14
spikes, trimeros de gp41-gpl120, No interior do envelope, encontra-se outro envoltério, a
matriz, que é constituido pela proteina p17. O capsideo, que possui formato conico é formado
pela proteina p24, e no interior dele encontram-se as duas copias do genoma de RNA fita
simples, com polaridade positiva, formando o nucleocapsideo. As enzimas virais transcriptase
reversa (RT), integrase (IN) e protease (PR) proteina viral “R” (Vpr), Fator negativo (Nef),
entre outras, também sdo encontradas dentro da particula viral. Pode ocorrer ainda a presenca
de proteinas oriundas da célula hospedeira, como 0 MHC-1I (MHC de classe 2) associado ao

envelope e a ciclofilina a associada ao capsideo (Figura 1.2) [39], [40].
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SU (glicoproteina de
superficie, gp120)

TM (glicoproteina
transmembrana, gp41)
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RT (transcriptase

reversa) CA (capsideo, p24)

PR (protease)

RNA viral

IN (integrase)
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Figura 1.2. Estrutura da particula vira do HIV-1. O HIV-1 é envolto por um envelope de natureza lipoprotéica.
Em sua face interna, localiza-se a matriz, e na porcdo central da particula viral, encontra-se o capsideo com
formato conico. O genoma viral é constituido por duas fitas de RNA estabilizadas pelas proteinas do
nucleocapsideo. No interior do capsideo, encontram-se as enzimas Protease (PR), Transcriptase Reversa (RT),
Integrase (IN) e as proteinas (Nef, Vif e Vpr) [5].

1.3.3. Genoma - Proteinas
O genoma do HIV (Figura 1.3) ¢ relativamente grande, apresentando um nimero maior
de genes quando comparados a outros retrovirus [41].

LTR Vif Vpu Env Nef

Figura 1.3. Estrutura genémica do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1). Os genes gag, pol e Env
(barras lilés, azul e verde respectivamente) codificam proteinas estruturais. Os genes Tat e Rev (barras roxas e
laranjas respectivamente) codificam proteinas regulatdrias. Os genes nef, vif, vpr e Vpu (barras vermelhas, cinzas,
amarelas, rosas e azul claras, respectivamente) codificam proteinas acessérias. Nas terminagdes 3’ e 5°,
encontram-se as sequéncias repetitivas longas, chamadas de LTRs [42].

O genoma do HIV-1 contém nove genes diferentes, sendo trés deles comuns a todos 0s
retrovirus: “gag” (que codifica as proteinas estruturais), “pol” (que codifica as enzimas virais
protease (PR), transcriptase reversa (RT) e integrase (IN)), além de “env” (que codifica as
glicoproteinas do envelope, gp120 e gp41). Esses genes sdo considerados estruturais. Os genes

gag, pol e Env sdo traduzidos em poliproteinas precursoras, que sdo posteriormente clivadas
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por proteases celulares e por uma protease viral [38], [9].

Diferentemente dos demais retrovirus, o genoma do HIV possui ainda 0s genes
regulatorios, Tat e rev, além de quatro genes acessorios: nef, vif, vpr e vpu. Essa denominacgao
de genes acessorios esta baseada no fato de que as proteinas oriundas desses genes nao sao
essenciais para a replicagdo do virus in vitro, entretanto, desempenham importante papel in
vivo, principalmente em relacdo a aspectos relacionados a evasdo e manipulacdo da resposta
imunolégica adaptativa e inata [43].

O gene Gag ¢é traduzido em uma poliproteina precursora de 55 kDa, denominada p55
Gag. Essa é clivada pela protease viral em quatro proteinas menores: p17, que forma a matriz;
p24, que constitui o capsideo; p7, que constitui o nucleocapsideo; p6, que tem funcdo de
intermediar a incorporagdo da proteina Vpr aos “virions”; e dois peptideos espagadores pl e
p2. Essas proteinas sdo encontradas nas particulas virais maduras do HIV-1 [44], [40].

O gene pol codifica uma poliproteina precursora das enzimas virais PR, RT e IN. A
sequéncia do gene pol ndo possui um cédon de iniciagdo. Assim, ndo pode ser traduzida de
forma independente. As poliproteinas Pol e Gag sdo traduzidas de maneira fusionada,
formando um precursor denominado Gag-Pol. A protease viral cliva o polipeptideo Pol,
separando-o de Gag, e, posteriormente, cliva Pol para gerar PR, RT e a IN. [40], [39], [9].

O gene Env codifica uma poliproteina precursora, que € sintetizada na forma de um
trimero, com ligagGes ndo covalentes entre as subunidades gp120 e gp41 [38], [45].

O gene Tat codifica um transativador transcricional que é essencial a replicacdo do HIV-
1. Tat é uma proteina originalmente descrita como um ativador do promotor LTR do HIV-1,
tendo sido mostrada posteriormente sua capacidade de regular a transcricdo reversa, o que afeta
a expressao de varios genes celulares e virais. Tat liga-se a0 RNA, reconhece uma sequéncia
em forma de loop, denominada elemento de resposta a transativacdo (transactivation response
element- TAR), localizada na extremidade 5 de todos os RNA’s mensageiros do HIV-1.
Algumas proteinas celulares ligam-se a TAR, dentre elas uma quinase, que fosforila
componentes do complexo da RNA polimerase 1. Como resultado dessa ligacéo, ha 0 aumento
na taxa de producéo de transcritos virais primarios de pelo menos 1000 vezes [40], [38], [9].

O transcrito completo do HIV possui mdltiplos sitios de processamento alternativo
(splicing). O processamento alternativo dos RNA’s mensageiros € requerido para expressao
eficiente dos genes virais. As proteinas Tat, Rev e Nef sdo processadas na fase inicial da
infeccdo e acumulam-se devido a ativagdo transcricional produzida por Tat. O acumulo da
proteina Rev é responsével pela mudanca da fase inicial para a fase tardia do ciclo de replicagéo
do HIV-1. Rev é uma proteina que se liga ao RNA e reconhece um elemento estrutural
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especifico na regido de env, denominado elemento de resposta a Rev (Rev -Response Element-
RRE). Essa proteina ativa a exportagcdo nuclear de transcritos ndo processados completos ou
parcialmente processados, ou seja, que ndo sofreram processamento e contém o elemento RRE.
Dessa forma, Rev facilita a sintese das proteinas virais estruturais e garante a viabilidade do
genoma completo de RNA do HIV-1. Rev também esta envolvida no transporte dos transcritos
de fase tardia dos genes Vpr, Vpu e Vif para o citoplasma da célula hospedeira. No entanto,
esses MRNAs s6 saem do nlcleo apds multiplas copias de REV ligarem-se nestes mRNAS
[46], [40], [38], [39].

O gene nef (negative factor) originalmente recebeu esse nome devido a uma informacao
incorreta de que seria responsavel por regular negativamente a transcricdo dos virus. No
entanto, nef promove a persisténcia viral e leva a uma progressdo mais rapida para a AIDS. Nef
constitui-se numa proteina que interage com outras proteinas da célula hospedeira para facilitar
sua resisténcia a acdo do sistema imune e diretamente contribuir para a infectuosidade do virus
[47].Mais adiante serdo abordadas por extenso as principais funcfes desta proteina por ser o
alvo do estudo

A proteina viral U ou Vpu é essencial a maturacdo e liberacdo das particulas virais. Da
mesma forma que Vif e Vpr, Vpu tem como alvo a degradacdo proteinas celulares da célula
hospedeira, utilizando como via as ubiquitinas ligases [48], [49], [50]. Vpu também foi relatado
estar diretamente relacionado na formacéo de canais ibnicos em membranas celulares, com o
objetivo de manter a homeostase idnica dentro e fora da célula [51]. Através desses atributos,
ele antagoniza os fatores celulares capazes de restringir a liberagdo dos virions nascentes das
células infectadas. Um dado recente indica que um desses fatores de restricdo celular é a
proteina transmembrana BST-2/CD317 (Tetherin), que retém virions na superficie da célula
[52], [53].

A proteina viral regulatoria “R” ou VPR € incorporada a particula viral pelo peptideo p6
de Gag. Vpr foi caracterizada como um importante regulador de apoptose na célula infectada,
existindo fortes evidéncias de que ela esteja envolvida na sobrevida viral e progresséo a AIDS.
Entretanto, esta proteina desempenha outras fungBes vitais ao ciclo viral, tais como: (i)
aumento da eficiéncia do processo de transcrigdo reversa; (ii) transativacdo do promotor do
HIV-1 (long-terminal repeat, LTR); (iii) facilitacio da importacdo do complexo de pré-
integracdo viral (PIC); (iv) interrupcdo do ciclo celular no estagio G, e modulagdo da
sinalizacdo do receptor de célula T (TCR) (T-cell receptor). [54], [55].

A proteina viral Vif, fator de infectuosidade viral (viral infective factor), tem papel

importante na infecgcdo e na replicacdo do virus em células ndo permissivas, sendo essencial
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para infecgdes in vivo. A principal funcéo de Vif é neutralizar a atividade antiviral de membros
da familia de citidina deaminases celulares, APOBEC3B, APOBEC3F e APOBEC3G. Na
auséncia de Vif, APOEBEC3G é empacotado nos virions, resultando na deaminacéo de citidina

em uracila durante a replicacéo viral, culminando na producédo de provirus ndo funcionais [56],

[57].
Proteina Funcéo
Gag »  Proteina do Capsideo se liga ciclofilina “A”.
»  Proteina Matriz (MA), por miristol auxilia Gag para lipid raft e
importa (PIC) para fosforilag&o.
»  Proteina associada ao RNA - auxilia no brotamento, interage com
Vpr, binding pocket e gene de suceptibilidade tumoral humano
(PTAP-TGS101).
Transcriptase Reserva(RT) Responsavel pela transcricdo reversa, com fungcdo de DNA
polimerase.
RNA dependente, RNAse H e DNA polimerase — DNA dependente.
Protease(PR) »  Realiza o processamento das poliproteinas precursoras virais.
Integrase(IN) »  Realiza a integragdo do DNA proviral.

Envelope (Env)

Ativador transcricional (Tat)

Regualador da expressdo viral
(Rev)

Fator de regulagdo negativa
(Nef)

Fator de infecsiosidade viral
(Vif)

Proteina viral “R” (Vpr)

>

Clivada no reticulo endoplasméatico em gp120 de superficie (SU) e
gp41 transmembranica (TM).

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

o Gp41 medeia fusdo com a membrana citoplasmatica.

o Contém elementos responsivos ao RNA (RRE) que liga a Rev.
Liga-se a regido de ativacdo transcricional (TAR).

o Associa-se ao triptofano (W) da ciclina T1 e CDkO.

o Aumenta a extensdo da RNA Pol 1.
Liga-se ao RRE.

o Inibe o splicing do RNA viral.

o Exporta RNA spliced incompleto do nicleo.
Modulagdo de CD4/MHC I.

* Bloqueia apoptose.

e Aumenta a infecsiosidade viral.

o Altera o estado da ativacéo celular.

e Aumenta patogénese.
Supera os efeitos inibitorios da célula do hospedeiro.

o Estabiliza o complexo RT.

e Aumenta a infecsiosidade viral.

o Auxilia a sintese do DNA proviral e/ou empacotamento viral.
Retarda a fase G2.

o Facilita a infeccdo de Macrofagos.
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Proteina viral “U” (Vpu) >  Promove a degradagdo de CD4/BST-2.
o Aucxilia a liberagdo do virus.

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

Tabela 1.1. Relagdo dos genes do HIV-1 e algumas de suas funcdes.

1.4. Ciclo de vida do HIV — “Uma extraordindria viagem pela célula”

Da mesma maneira que outros virus, o HIV replica-se dentro da célula do hospedeiro
para garantir sua permanéncia no mesmo. Para que iSSo ocorra, precisa passar por um longo
caminho desde sua entrada até o nucleo da célula alvo, onde integrara seu material genético
(Figura 1.4).

2
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Figura 1.4. Ciclo de replicagdo do virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV-1) [58].

1-Ancoramento
2-Entrada
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3-Transcricéo reversa
3.1-Integracdo
4-transcricao
5-Traducao
6-Replicacdo do genoma viral
7-Montagem da particula viral
8-Saida

A infeccdo da célula hospedeira inicia-se pelo reconhecimento do receptor CD4 pela
glicoproteina de superficie do virus, gpl120. Em seguida, como consequéncia de mudancas
conformacionais induzidas pela ligagdo CD4-gp120, outra glicoproteina também presente na
superficie viral, a gp41, reconhece um correceptor, um dos receptores de quimiocinas CCR5 ou
CXCR4, e esse processo resulta na fusdo de ambas as membranas [59]. A fusdo permite que o
capsideo viral alcance o citoplasma. A maioria das linhagens do HIV-1 usa CCR5 como
correceptor, sendo conhecidos como virus R5. Infectam preferencialmente macrofagos e néo
induzem a formacéo de sincicios. As linhagens de virus que usam o co-receptor CXCR4 sdo
conhecidas como virus X4 e infectam principalmente linfécitos, induzindo a formacao de
sincicios, que estd vinculada a progressdo acelerada da doenca onde a alca da gpl120 pode
originar células gigantes multinucleadas que podem gerar grandes quantidades de virus antes da
morte celular. O receptor de quimiocina CCR5 encontra-se na superficie das principais células
alvo, como LT CD4", macrofagos e células dendriticas e o co-receptor CXCR4 é encontrado
em linfocitos [60], [58]. Em metade das infec¢bes causadas pelo virus do subtipo B, o
surgimento do co-receptor CXCR4 esta associado a progressdo da doenca [61].

Uma vez dentro da célula, o virus abre o capsideo, por um processo pouco entendido,
mas que provavelmente envolve proteinas celulares e virais, como a ciclofilina “A” [62], Nef e
Vif [63], [64]. Logo depois, forma-se um complexo, que recebe o nome de complexo de pré-
integragdo (PIC), o qual compreende as moléculas de RNA viral, molécula de tRNA"*3 e as
proteinas virais: transcriptase reversa, integrase, matriz, nucleocapsideo, Vpr, Vif e duas
proteinas do hospedeiro, HMGI (YY) e a barreira de autointegracdo (BAF), que se ligam ao
DNA viral e auxiliam na sua integracdo [65], [66]. A RT viral é a responsavel pela sintese do
DNA dupla fita do virus.

O PIC se move em direcdo ao nucleo usando a rede de microtubulos da célula. Neste
processo, a interacdo de Nef com a proteina celular Vav (um fator de intercdmbio de guanina)
ou GEF (guanine nucleotide exchange factor) desencadearia uma série de funcgdes efetoras,

culminando com o reordenamento do citoesqueleto e consequentemente facilitando a migracéo
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do PIC para o nucleo [67], [68]. Uma vez na vizinhanca do nucleo, o PIC deve enfrentar outro
obstaculo, atravessar um poro nuclear significante menor que o seu tamanho. Neste processo,
algumas proteinas virais teriam um papel chave, como a proteina viral MA (matriz), que esta
envolvida neste fendmeno, caracterizando assim um sinal de localizacdo nuclear (NLS), que €
reconhecido pelas importinas a e b, as quais fazem parte da via classica de importacdo de
proteinas para o nucleo.

Apos passar por todos esses obstaculos, o DNA proviral se integra em diferentes locais
no genoma do hospedeiro, podendo levar a um estado de laténcia ou de replicacdo, dependendo
do local e da disponibilidade de fatores transcricionais. A integracdo eficaz do DNA viral
dentro do cromossomo, em regiGes proximas a genes ativos apo6s a infeccdo pelo HIV, é
mediada pelos integrantes do PIC, citados anteriormente (proteina viral IN e duas proteinas
celulares identificadas, como HMGI(Y) e a barreira da autointegracdo (BAF) [69]. Os provirus
da maioria dos retrovirus sdo constituidos por uma dupla fita de DNA. Mas como outros
lentivirus o HIV também possue uma estrutura conhecida como DNA flap, que consiste na
formagdo de um dominio triplo-helicoidal no DNA durante o processo de transcrigdo reversa e
foi descrito como um importante fator na migracao do PIC, com papel vital nos estagios iniciais
de infeccdo [70] [39].

A transcricdo do DNA viral € dirigida pelo 5> LTR (long terminal repeat), o qual possui
sequéncias promotoras e sitios de ligacdo a fatores de transcrigdo, incluindo AP-1 e Sp-1.
Upstream a essas sequéncias sao encontrados sitios para a ligacdo de outros fatores como NF-
kB e NFAT. Uma transcricdo eficiente é promovida apés a ligacdo da proteina viral Tat com
uma sequéncia localizada em LTR, que recebe o nome de TAR (Tat Activating Region). Essa,
por sua vez, possui um sitio de interacdo com a ciclina T. Tat também se liga a ciclina T, e
entdo a proteina quinase Cdk9 é recrutada e interage com a ciclina T. Essa interacdo ativa
Cdk9, que hiperfosforila o dominio C-terminal da RNA polimerase 11, aumentando a elongacgéo
dos transcritos virais do HIV-1 [71]. Tat liga-se aos transcritos nascentes e garante que todo o
genoma do virus seja transcrito. Rev liga-se ao RNA viral que sofreu “splicing” incompleto e
ao RNA que nado sofreu “splicing” e auxilia seu transporte para o citoplasma, enquanto as
proteinas virais tardias sdo traduzidas. Rev € reciclado para ser utilizado novamente no nucleo
[39]. A transcricdo do genoma viral gera varios transcritos primarios, alguns como 0s
codificantes para Tat, Nef e Rev, 0s quais sdo processados na auséncia de sequéncias inibitdrias
de RNA de “splicing” e sdo transportados para o citoplasma [72]. Outros sdo processados de
forma incompleta ou nao sdo processados, devido a caréncia de sitios de “splicing” Nnos

transcritos, e a efeitos inibitorios da proteina viral Rev, que interage com alguns fatores
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celulares [73]. Estes transcritos codificam algumas proteinas estruturais e proporcionam o
genoma viral necessario para ser empacotado dentro do capsideo. Dessa forma, o equilibrio
entre estes dois mecanismos, “splicing” total e parcial, é requerido para a propagagdo da
infeccdo.

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

Os virions sdo montados no citoplasma da célula hospedeira e tém como principais
componentes as proteinas virais Nef, Vpr, Vif, TR e IN, além de um dimero de RNA. Moléculas
de Gag e Gag-Pol formam um arranjo ordenado, e seus dominios ligam-se ao genoma do virus
e em proteinas que serdo incorporadas aos virions “nascentes”. Os dominios basicos do nucleo
capsideo (NC) ligam-se ao genoma viral, inicialmente em um dominio conhecido como v, que
¢ essencial no sinal de “empacotamento”. Os dominios do CA ligam-Se a proteina da célula

hospedeira ciclofilina A, enquanto a regido p6 de Gag liga-se a proteina viral Vpr.

Apobs a formacdo do dimero Gag-Pol, a protease sofre um processo autocatalitico de
clivagem para a formagéo das enzimas virais PR, RT e a IN. Em seguida, a protease cliva as
poliproteinas de Gag nos constituintes dos virions maduros. Apds o recrutamento de proteinas
celulares, relacionadas com a formacao dos corpos multivesiculares (MVBs), a particular viral
utiliza a via de exocitose para formar vesiculas intraluminais [74], o que culmina no

brotamento das particulas virais englobadas em uma porcéo da membrana plasmatica da célula.

1.5. Patogénese da AIDS

1.5.1. A deplecdo de LT Auxiliares

Logo ap6s a descoberta da AIDS em 1981, ficou evidente que o nimero de LT-CD4"
decrescia a medida que a infecgdo progredia [75]. Entretanto, quase 32 anos depois e apesar
dos enormes esforgos realizados pela comunidade cientifica, os motivos para tal deplecdo e o
porqué do HIV evoluir para a sindrome continuam sendo motivos das mais diversas
especulaces e hipdteses.

O mecanismo patogénico direto, onde a perda dos LT-CD4" ocorreria devido a lise
ocasionada pela infeccdo [76] encontra-se praticamente descartada desde que a quantidade de
linfdcitos infectados na periferia ndo superaria o 10 %. Entretanto, Douek e colaboradores [77],

demonstraram que os LT-CD4" especificos para o HIV-1, sdo preferencialmente infectados,
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apoiado pela descoberta de uma maior frequéncia de DNA proviral integrado em LT-CD4" de
memorias especificas para epitopos do virus, que o presente em linfocitos de memoria com
outras especificidades. Este estudo proporciona uma possivel explicacdo para a perda de LT-
CD4" HIV especifico e consequentemente para a perda do controle da infecgdo [77].

Uma hipdtese bastante aceita sugere que a deplecdo de LT-CD4 obedeceria a uma
resposta exagerada e descontrolada do sistema imune, uma ativagdo policlonal especifica. Este
tipo de resposta seria induzida pela transposi¢do para corrente sanguinea de antigenos presentes
no trato intestinal, fato este devido a destruicdo — morte da populacao de linfocitos localizados
na parede intestinal como consequéncia de um efeito direto da infeccdo viral [78]. Este estado
de ativacdo persistente redundaria a uma total exaustdo do sistema imunitario.

Torna-se cada vez mais claro que os aspectos pré-inflamatérios desta resposta podem
ser prejudiciais. Assim, muito provavelmente, a crescente ativacdo contribui diretamente para
deplecdo das células CD4", talvez como uma consequéncia da exaustio e acelerado
“envelhecimento” do sistema imune [79] e[80]. Curiosamente, Emu e colaboradores (2005),
sugerem que o controle viroldgico esta associado a preservacdo da produc¢do de duas citocinas,
IFN-y e IL-2, produzidas por LT-HIV especifico, mas incompletamente diferenciados e com
baixos niveis de proliferacdo. Esse estado imunoldgico pode ser definido, como um estagio em
que o sistema imune mantém a capacidade de responder ao HIV se expandindo, pela acdo da
IL-2, mas ndo chegando a se exaurir, ou seja, se manteria num estagio relativamente
quiescente. Esses dados trazem um novo paradigma na regulacdo da resposta imune, onde a
producéo de IL-2 pode ser benéfica, ja que diminuiria os niveis de reposi¢do dos “LT naive”.
Este novo modelo encontra sustentagcdo no trabalho de Sereti e colaboradores [81], onde, a
administragdo da IL-2 levou a um aumento no numero de células T foxP3*, o que poderia
exercer uma leve supressdo da ativagao policlonal de “LT naive”[82].

Finalmente, recente evidencia aponta ao nivel de infeccdo de linfocitos central de
memoria central (TCM) e linfocitos “stem cell” de memoria (TSCM) como responsaveis dos
diferentes graus de progressdo observados entre os pacientes HIV positivos [83]. Assim o
controle da viremia na fase cronica requereria a preservac¢do do “pool” de LT de memoria, mas

em auséncia de ativacao generalizada.

Neste cenario, diversas evidéncias obtidas nos Gltimos anos ajudaram a melhorar o
entendimento dos possiveis mecanismos que levam & deplecéo do sistema imune.
1.5.2. Diminuicéo da expressdo do receptor viral CD4 e sua relevancia na patogénese

da infeccéo pelo HIV-1
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O HIV-1 se liga ao receptor CD4 presente na superficie de linfocitos e macrofagos
através da glicoproteina gp120 presente no envelope do HIV-1. Apoés a interacdo com CD4 a
gp120 sofre mudancas conformacionais que culminam na fusdo das membranas virais e
celulares [84], [85]. Momentos apds o evento de entrada viral, varios processos séo iniciados
com o objetivo de assegurar a integracdo do genoma pro-viral e consequente producdo de
particulas virais infecciosas. Dentro deste contexto a diminuicdo da expressdo do receptor viral
CD4 ¢é um dos mais importantes eventos durante a infeccdo pelo HIV-1, sendo conservada
tanto no HIV-1, HIV-2, como no SIV[86], [87].

Dentre 0s nove genes virais, trés deles: nef, Env e Vpu participam deste processo,
demonstrando que a modulacdo do receptor viral da superficie celular possui papel critico no
ciclo de replicagdo destes retrovirus. De fato, niveis de CD4 levemente superiores aos
observados nos linfécitos primarios podem vir a saturar a maquinaria viral [88]. Destas trés
proteinas, Nef € a Unica empacotada no virion e expressa logo apés a infeccdo, sendo seus
transcritos os mais abundantes nesta fase, desempenhando o papel mais relevante na modulacéo
de CD4[89], [90]. Assim, seu efeito pode ser detectado entre 12 a 16 horas ap6s a infec¢do
[88], porém a contribuicdo de Env e Vpu na modulacdo de CD4 é detectada apenas em estagios
tardios da infec¢do [91].

Os efeitos de Nef (produto inicial) e Vpu/Env (produtos tardio) sdo quantitativa e
qualitativamente distintos [90]. A modulagdo de CD4 (Figura 1.5) acontece em trés diferentes
niveis e localizacBes: na membrana plasmatica, no reticulo endoplasmatico (ER) e em menor
grau no aparelho de Golgi. Na membrana, Nef agiria como conector ligando o dominio
citoplasmatico do receptor viral CD4 ao complexo heterotetramérico adaptador de clatrina, AP-
2 [92]. Essa interacdo levaria a formacdo de vesiculas endociticas, que sdo direcionadas para o
endossoma [93], [94] e posteriormente para degradacdo lisossdmica via interacdo com outras
proteinas celulares como B-COP e proteinas adaptadoras de clatrina (AP-1 e AP-3) [95].
Também foi proposto que Nef direcionaria as moléculas de CD4 presentes no trans-Golgi para
os endossomas iniciais e tardios por meio de interagdes com as subunidades gamma (y) e mu
(u), reespectivamente, dos complexos AP-1 e AP-3, contribuindo assim com a degradacéo de
proteinas recém sintetizadas [94], [96] e [97].

As outras duas proteinas virais, Vpu e Env, agem no reticulo endoplasmatico
bloqueando o transporte das moléculas recém- sintetizadas. No entanto, devido a sua alta
afinidade, a gpl60 liga-se fortemente & molécula CD4 proporcionando a formagdo de
agregados que bloqueiam o transporte do receptor viral para a superficie celular propiciando
uma degradacdo com perda para ambas as partes, viral e celular [98], [99].
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Posteriormente, Vpu que é uma proteina viral muito conservada entre os diversos
isolados virais, mas ausente em HIV-2 e na maioria dos virus da imunodeficiéncia simiana
(SIV) [100], age de forma similar a Nef, como conector entre o dominio citoplasmatico de CD4
e a proteina BTrCP, membro do complexo protéico de ubiquitinacdo, Skplp-CDc53-F-boxE3,

que direciona 0 CD4 para a degradacao proteassomica [48].
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Figura 1.5. Mecanismos envolvidos na diminuicdo da expresséo de CD4 da superficie da célula infectada
pelo HIV-1. A modulagdo de CD4 ocorre em diferentes locais da célula infectada e envolve as proteinas virais
Nef, Vpu e Env. Nef age como um conector na superficie da célula ligando o dominio citoplasmatico de CD4 com
0 complexo proteico adaptador da clatrina AP-2, induzindo a formacdo de vesiculas endociticas, que
posteriormente por recrutamento da proteina B-Cop, sdo direcionadas ao lisossoma para degradacdo. J& as
proteinas Vpu e Env redirecionam as moléculas CD4 recém- sintetizadas presentes no RE, para degradacdo
proteassdmica [91].

Cytosol

Existem diversas hipoteses relacionadas a relevancia fisiologica deste fendmeno na
patogénese da AIDS, dentre as mais aceitas podem-se citar: a) evitar a ligacdo cruzada da
molécula CD4 na superficie de células infectadas, para evitar a transducéo de sinais inibitérios,
os quais podem inibir a transcrigdo do DNA viral a partir do “Long Terminal repeat” (LTR); b)
inibir a inducdo de apoptose e efeitos citopaticos, antes que a liberagdo viral aconteca
[101],[102],[103]; c) impedir a superinfeccdo, 0 que poderia comprometer a producéo viral
[104]; d) favorecer a liberacdo de particulas virais [105],[106]e finalmente, evitar a diminuicéo
da infecciosidade das particulas virais liberadas [107], [88], [91]. Porém, vale ressaltar que
estas hipdteses ndo sdo excludentes podendo ocorrer concomitantemente, aumentando a
eficiéncia do processo infeccioso.

Os primeiros trabalhos mostrando os efeitos inibitérios da expressdo de CD4 na
replicagéo viral foram de Marshall et al (1992) [108]. Posteriormente, trabalhos de Lama et al

(1999), mostraram que a superexpressdo do receptor viral CD4 levava a diminuicdo da
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infecciosidade e liberacdo das particulas virais e que as proteinas Nef e Vpu por meio da
participacdo na diminuicdo da expressdo do receptor da superficie viral, eram capazes de
impedir os efeitos inibitorios mediados por CD4 [107]. Por outro lado, a eliminacdo dos efeitos
inibitérios mediante o uso de particulas virais pseudotipadas, com as glicoproteinas dos virus
da estomatite vesicular (VSV() ou com a do virus da leucemia viral murina (MLV), mostraram
claramente que este fendbmeno requeria a interacdo da molécula CD4 e a glicoproteina de
superficie viral, a gpl20. Entretanto, estes estudos foram realizados em células 293T
previamente transfectadas com vetores expressando a molécula CD4, o que pode levar a maior
expressao da que é observada nas células infectadas naturalmente, j4 que estas células ndo
expressam a proteina de transmembrana Lck, a qual se associa a CD4 na superficie viral. Com
0 objetivo de abordar estas questdes, Cortes et al (2002) realizaram os mesmos estudos de
inibicdo em linhagem de células Jurkat, que expressam Lck, com altos e baixos niveis de
expressao de CD4. Desta forma, foi possivel observar a diminuicdo da infecciosidade entre 75-
85%, ainda em células com baixos niveis de CD4, o que mostrava que pequenas quantidades de
CD4 eram prejudiciais para a infecciosidade viral. J& em células expressando altos niveis de
CD4 os niveis de inibicdo atingiram 95% [88].

Evidéncias proporcionadas pelos trabalhos de Cortes et al[88] e posteriormente pelos de
Argafaraz et al[91], onde foram detectados niveis de incorporagdo da molécula CD4 na
superficie das particulas virais, sugeriram a inativacao funcional da gp120 como consequéncia

da coexpressdo de ambas as proteinas na superficie do virus.

1.6. Estrutura de Nef e interacdo com as proteinas celulares

1.6.1. A proteina acessoria Nef.

Nef € uma proteina ndo enzimatica miristoilada que possui entre 27 a 34 kDa, expressa
exclusivamente no virus da imunodeficiéncia humana (HIV - 1 e 2) e no virus da
imunodeficiéncia simiana (SIV). Esta proteina possui, em sua estrutura terciaria, dominios

especificos de ligacdo para diferentes proteinas celulares (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Localizagcdo de motivos funcionais na estrutura da proteina Nef do HIV-1. Representa¢do dos
motivos funcionais de Nef para interagdo com fatores celulares como: Tioesterase, CD4, V1H, proteinas
adaptadoras de clatrina, PAK 1, PAK 2, Vav (SH3), Lck (SH3), Hck (SH3) e possivelmente B-Cop. A regido N-
terminal da proteina é a regido de ancorameto a membrana, devido principalmente a acdo da N-miristoiltrasferase
[109].

A regido N-terminal desta proteina, de aproximadamente 60 residuos de aminoacidos,
apresenta grande diversidade genética e flexibilidade estrutural, sendo responsavel por sua
ancoragem a membrana. Essa regido é seguida de um dominio C-terminal (dominio central), de
aproximadamente 130 aminodacidos, € bastante conservada e caracterizada pela presenca de
estrutura terciaria estavel. Entre esses dois dominios existe um sitio de clivagem para protease
viral e uma regido enrolada de aproximadamente 30 residuos aminoacidos projetada para fora
do dominio central. Precisamente, o sitio de clivagem pela protease do HIV 1 se encontra entre
os residuos dos aminoédcidos W57 e L58. Estes aminoéacidos sdo altamente conservados,
principalmente o triptofano 57. A proteina Nef ainda possui um dominio SH3 que esta
envolvido na interacdo com proteinas de sinalizacéo intracelular como, por exemplo, Hck, Vav
e Lck, sendo que estas interacGes sdo fundamentais para a ativacdo celular mediada por Nef
[110], [67] e consequentemente para a replicacdo viral. Nef é modificada apds a traducéo por
fosforilagdo, além da miristoilacdo, na porcdo N-terminal [111], [109], [112]. Também
apresenta em sua estrutura regido onde se liga a cinase p21 ativada (PAK) 1 e 2, tioesterase,
CD4, uma ATPase vacuolar V1H (NBP1), proteinas adaptadoras de clatrina (AP) e uma regido
possivelmente de interagdo com B-Cop [113] (Figura 1.6).

A N-miristoilacdo de Nef é necessaria para sua associagdo com a membrana celular,

caracteristica esta critica para todas as fungdes bioldgicas da proteina, tais como: modulagdo de
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CD4, modulacéo de MHC I, infecciosidade e ativacdo de PAK [113].

A fosforilagdo possivelmente estd envolvida na interacdo entre o0 grupo miristico e o0s
seis primeiros residuos do N-terminal de Nef. A introducdo de carga negativa dentro da regido
de ancoragem pode bloquear a estadvel associacgdo com a membrana devido a repulséo
desencadeada pela carga negativa da regido polar dos fosfolipideos presentes na membrana
[111].

Na figura 1.7 se encontram detalhadas as sequéncias de aminoacidos de quatro alelos de
Nef das cepas NL43, SF2 e NA7 presentes em primatas humanos e Mac239, presentes em

primatas ndo humanos, com os diferentes dominios de ligacéo as proteinas celulares.
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Figura 1.7. Alinhamento de diferentes alelos da proteina Nef do HIV-1 e localizagcdo de seus motivos
funcionais. Representacdo dos motivos funcionais de Nef, em diferentes alelos, para interacdo com fatores
celulares como: Tioesterase, CD4, V1H, proteinas adaptadoras de clatrina, Hck (SH3) e B-Cop. A regido N-
terminal da proteina é a regido de ancoragem a membrana, devido principalmente a acdo da N-miristoiltrasferas.

Além de ser um dos fatores de viruléncia e patogenicidade mais importantes, as diversas
fungdes desta proteina ainda sdo pouco compreendidas. A importancia biologica de Nef para a
replicacdo viral e desenvolvimento da doenga foi demonstrada, “in vivo”, em macacos
infectados com SIV [114] e confirmada através da observacdo da falta de progressdo a doenca

em pacientes infectados por virus apresentando mutacdo ou delecéo total de Nef [115], [116].
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“In vitro”, a falta desta proteina leva a diminui¢do da replicagdo ¢ infecciosidade viral [117] e
[93]. Mesmo sendo pouco conhecidos os efeitos de Nef “in vivo”, sabe-se que “in vitro” Nef
estd envolvida no aumento da replicacdo, ‘“release” e da infecciosidade viral em células
priméarias, na alteracdo do estado de ativacdo de celulas T, na interferéncia das vias de
transducdo de sinais de macrofagos e na inducdo da modulacdo de moléculas de superficie
celular tais como: CD4, MHC I, MHC-11, CXCR4 e CD28 [118], [119], [120], [121] e [122].

1.6.2. Os parceiros celulares de Nef na modulagéo de CD4

O mecanismo de agdo de Nef tem sido estudado extensivamente e, até o momento,
acredita-se que Nef atue na superficie celular como um conector da cauda citoplasmatica da
molécula CD4 com a proteina clatrina AP-2, pertencente ao complexo adaptador
heterotetramerico [95, 123]. Essa conexdo possibilita a formagdo de vesiculas endociticas
contendo o receptor CD4 [97, 124]. Por outro lado, outras duas proteinas foram envolvidas na
estabilizacdo da ligacdo entre Nef e Ap2. Uma subunidade da bomba de protons vacuolar (V-
ATPase) ou (NBP-1) e a proteina Epsnl5 um membro do sistema endocitico-interactosomo,
aumentando a forga de ligacdo de Nef a subunidade p2 de AP-2 [125, 126] (Tabela 1.2).

Com a finalidade de evitar a reciclagem de CD4 para a superficie celular, uma segunda
conexdo entre CD4 e a maquinaria de trafego celular é estabelecida por Nef, o que permite
direcionar o receptor para degradacao lisossémica. Foi proposto que nesse ultimo passo Nef
interagiria com Apl, Ap3 (proteinas adaptadoras) e/ou B-COP, uma subunidade da proteina de
revestimento COP-1, o principal componente das vesiculas ndo revestidas por clatrina [95,
127].

Adicionalmente, uma tioesterase humana hTE-11, que hidrolisa ligagdes tioéster de acil-
CoA in vitro, também foi proposta estar envolvida na modulacdo de CD4 por Nef com o alelo
NL43 [128, 129]. A habilidade de algumas mutantes de Nef em modular negativamente CD4
foi correlacionada com a capacidade das mesmas de se ligar a hTE-11/AcoT8 [128, 130],
entretanto, sua relevancia ainda ndo € bem esclarecida. Finalmente, a proteina dynamin2
(Dyn2), outra proteina também reguladora do trafego vesicular, mostrou ligar-se a Nef,

aumentando a infecciosidade e potencializando a modulacdo de CD4 [131] (Tabela 1.2).

Proteina Celular (dominio) Métodos de Deteccdo  Dominio de Nef Ref
NMR, Yeast 2-hybrid,Co- [132], [133], [134],
CD4 (cauda citoplasmatico) IP, Fluorescence Wlsg [135], [136], [137],
spectroscopy, BRET [138], [139]
Yeast 2-hybrid, Yeast 3- [125], [140],
AP-1 (hemicomplex) hybrid, GST pulldown, Co- EXXXLL 165 [141],[142], [109],
IP [143], [144], [145],
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[146], [147]

AP-2 (hemicomplex) GST pulldown, Co-IP EXXXLL 155 [148], [109], [143]
Yeast 2-hybrid, Yeast 3- [140], [141], [143],
AP-3 (hemicomplex) hybrid,GST pulldown, Co- EXXXLL 145 [144], [145],
IP [146],[147]

: : . Yeast 2-hybrid, GST [149], [150], [151],
B-COP (C-terminal) oulldown, Co-IP EE1ss [95]
V1H (aa 133-363 € 402-283)  GST pulldown, Co-IP ExngLl';;“ e [109]
. Yeast 2-hybrid, GST [128]
AcoT8/hTEII (C-terminal) pulldown, Co-IP D123
- Yeast 2-hybrid, GST [67, 110, 137, 152-
Hck (a-hélice) oulldown, Co-IP RERMRRAE 4 154]

Tabela 1.2. Descricdo das interacBes entre Nef e proteinas celulares. Sdo descritas as proteinas celulares
parceiras da proteina Nef do HIV-1 e as sequéncias de aminodcidos correspondentes aos dominios de ligacdo
presentes em Nef.

Recentemente, foi descrito que a ubiquitinizacdo de Nef, fenédmeno conservado em
todas as linhagens de HIV e S1V, seria critica na degradacéo de CD4 [155].

Até o momento nenhuma atividade catalitica foi atribuida a proteina Nef, corroborando
a hipotese de que as fungdes desta proteina viral sdo mediadas por interacdes especificas com
seus parceiros celulares, interacBes estas que foram comumente caracterizadas em ensaios de
“sistema duplo hibrido” (two-hybrid-system), realizados em leveduras, e posteriormente
validados com experimentos de imunoprecipitacdo e colocalizacdo em células de mamifero.
Devido a dificuldade em neutralizar a expressdo endégena destes genes, a relevancia fisiologica
destas interacBes ndo foi confirmada. Experimentos realizados para avaliar o papel destes
parceiros celulares de Nef usualmente foram realizados como auxilio de versdes negativas das
diferentes proteinas celulares [156]. Evidéncias adicionais tém sido obtidas correlacionando os
efeitos das mutantes dos parceiros celulares com a habilidade de Nef de modular a expressédo de
CD4. Entretanto, nenhum destes estudos tem apresentado evidéncias conclusivas com relacdo
ao envolvimento destas proteinas celulares na diminuicdo de CD4 mediada por Nef, uma vez
que as estratégias experimentais se basearam somente na superexpressao de proteinas mutantes,
0 que pode levar a resultados confusos. Por outro lado, nos trabalhos descritos anteriormente o
papel das diferentes proteinas celulares ndo foram avaliados na presenca dos diferentes alelos
de Nef, fator este de extrema importancia, levando em consideracdo a grande diversidade de
sequéncias apresentada pelas diferentes cepas do HIV, o que sugere a utilizacdo de mecanismos
alternativos na degradacdo do receptor CD4. No entanto, mesmo levando em consideracOes a
falta de exploracdo de resultados em outras cepas, ha ainda um outro agravante que é grande
contraversao nos resultados publicados no qual o nivel de interagdo entre Nef e fatores celulares
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ndo foram esclarecidos e tdo pouco, se confirmada a interacdo, qual seria a relevancia
fisiologica destas interagfes na inducdo da modulagdo do receptor CD4 pela proteina viral Nef
[96, 97, 123, 125, 151, 157].

1.6.2.1. A molécula CD4

A molécula de CD4 (“cluster of differentiation 4”) € uma glicoproteina integral com 55
kDa encontrada na superficie de linfécitos T e macréfagos [158, 159]. Esta proteina esta
envolvida na adesdo celular [160], sinalizacdo molecular durante a ativacdo celular [161] e
também serve como receptor para o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) [162]. A
molécula de CD4 possui 5 residuos de cisteina espalhados pelos dominios citoplasmaticos e
transmembranicos. Dois destes residuos, C420 e C422, fazem parte dos oito residuos de
aminoacidos presentes na parte citoplasmatica da molécula envolvida na ligagdo de CD4 com a
proteina Nef do HIV-1 [163, 164].

Nef liga-se a CD4 e utiliza da maquinaria celular de reciclagem endogena do receptor
para reduzir a expressao deste na célula [165].

1.6.2.2. As proteinas adaptadoras de complexos (APs)

Estas proteinas sdo responsaveis pela formacdo de complexos vesiculares que mediam o
trafego intracelular de proteinas [166]. As APs sdo seletivamente recrutadas pelas proteinas por
ligacbes com motivos lineares contendo os aminoacidos tirosina ou dileucina canénicos em
dominios citoplasmaticos.

A especificidade do recrutamento de AP baseia-se, em parte, na distribui¢do subcelular
do complexo AP. Por exemplo, AP-1 se localiza no trans-Golgi (TNG), AP-2 na membrana
plasmatica e por sua vez AP-3 em endossomos, sendo diretamente mediados em cargo da
selecdo local [167], [168], [169], [170].

H& algumas sobreposicdes na atividade das APs, portanto, proteinas acessérias sao
recrutadas dependendo de sua especificidade. Por exemplo, anfifisina, endofilina, epsina,
AP180, e Hipl/HiplR séo associadas com AP-2 [171]. Epsina R[172], entoprontina [173], e
proteinas possivelmente associadas ao Golgi [167], participam com AP-1. Estes complexos
multiproteicos formados por AP-1 e AP-2 e suas respectivas proteinas acessorias permitem a
formacdo de moléculas com revestimentos de clatrina com facilidade [174]. Em contraste, AP-
3 mostrou-se capaz de mediar a formagdo tanto de moléculas revestidas por clatrina como
moléculas vesiculares [175].

Finalmente, a localizacdo e composicao lipidica, também estdo diretamente relacionadas

ao recrutamento AP, por exemplo; as kinases lipidicas tém sido utilizadas como transportes
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vesiculares em varias localizacdes intracelulares [174].

1.6.2.3. Proteina V1H

A subunidade H (V1H) da ATPase vacuolar de membrana € uma enzima que media a
acidificacdo de organelas intracelulares eucarioticas. Essa acidificacdo faz-se necessaria em
varios processos intracelulares, tais como: selecdo de proteinas, ativacdo zimogénica,
reciclagem de receptores mediados por endocitose e vesicula sinaptica para geracdo de
gradiente de protons. Em células eucariontes o gradiente de protons € utilizado para direcionar
a formacdo de ATP e o transporte de metabdlicos através da membrana mitocondrial interna
[176], [177].

A proteina V1IH é composta por um dominio V1 citosdlico e um dominio VO
transmembranico. O dominio V1 consiste em subunidades; A, B, G, C, D, E, F e H, este
dominio possui o sitio de ATP catalitico. A subunidade H ¢é a responsavel pela regulacdo do
dominio V1, que é necessario para a catalise de ATP[85],[178].

V1H se liga no sitio da cadeia “u” de AP-2, e estd descrito interagir na ligagdo com
CD4 pelo complexo AP-2 clatrina [126], [125],[179].

1.6.2.4. Proteina COP-1

A proteina COP-1 é um “coatomer ”(proteina de revestimento) que desempenha um
papel relativamente definido na segmentacdo retrégrada das proteinas do reticulo
endoplasmatico (RE), assim como selecionar vesiculas transportadoras no Golgi [180]. Outra
interessante, mas ainda ndo muito elucidada atividade de COP-1 é na participacdo na
movimentacdo dos endossomos. COP-1 vem sido mostrado como capaz de se ligar as
membranas de endossomos, de maneira pH-dependente [181], [135], e se envolver na
reciclagem endocitica [182], na biogénese do comportamento multivesicular [183], formacao
de fagosomos [184], [185], e no transporte retrégrado da membrana plasmatica para o RE
[186],[187].

A interagdo entre Nef e B-COP, um componente de COP-1, foi identificada por
Benichou, S. et al em 1994 [149], e ha evidéncias que esta interagdo esta diretamente
correlacionada com a acidificacdo de endossomos tardios responsaveis pela modulacdo de CD4
Nef-induzida [188].

Devido ao grande nimero de parceiros Nef teria capacidade de controlar o transporte
intracelular de varias proteinas em diferentes niveis. De fato, foram descritas anormalidades na
morfologia endossomal de varios grupos de proteinas induzidos por Nef [127], [151], [189], e a
expressdo de Nef aumentaria a quantidade de endossomos, lisossomos e corpos
multivesiculares [189], [190], [91], [151], [191], [121], [118],[192].
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1.6.2.5. Proteina hTEII/AcoT8

A tioesterase humana Il (nTE/AcoT8) também foi envolvida no processo de endocitoses
de CD4 mediado por Nef [128]. Entretanto, a participacdo desta proteina no mecanismo de
modulacdo de CD4 foi questionada desde que alguns alelos de Nef, como 0s presentes nas
cepas SF2 do HIV-1 e mac239 no SIV, ndo interagem com esta proteina celular, mas
continuam diminuindo eficientemente a expressdo da molécula CD4 [129]. O residuo D123 de
Nef foi descrito como critico na interacdo com AcoT8, assim como na dimerizacéo da proteina
viral na modulacéo de CD4 e do complexo de histocompatibilidade do tipo I (MHC 1) [128].

Ornelas (2007), mostrou que o bloqueio desta proteina, aumentaria os niveis de
expressdo de CD4 independentemente da presenca da proteina Nef, o que confirmaria a
importancia de AcoT8 para a reciclagem enddgena do receptor de superficie CD4 [193].

1.6.2.6. Proteina Eps15

Esta proteina € um componente da via Receptores de Fatores de Crescimento Epidermal
(EGFR). E estd presente em vesiculas formadas por clatrina, envolvidas na endocitose de
receptores de superficie. A Eps15 é um fator importante na formacdo, envaginacao e fusdo de
complexos endociticos de clatrina mediado pela proteina AP2 [194].

N&o héa relatos da participacdo desta proteina na modulacdo de CD4 mediada por Nef,
entretanto, ja estéa bastante elucidado seu papel na reciclagem de receptores de superficie [195].

1.6.2.7. Proteina Dyn 2

Proteina da familia de GTPases, possui no N-terminal um dominio GTP, responsaveis
por se ligarem e hidrolisarem a molécula de guanosina trifosfato. A Dinamyna 2 (Dyn2), é um
importante fator no processo de endocitose e mobilidade intracelular [196].

Foi descrita, por exercer um importante papel no aumento na infectuosidade viral Nef

dependente, embora ndo interaja diretamente com a proteina viral [197], [198].

1.7. Técnicas para a caracterizacao de proteinas

1.7.1. Atécnica FACS/IFRET

Uma das poucas técnicas, ndo evasivas, para o estudo de interacdo entre proteinas seria
a técnica de Fosters resonance energy transfer (FRET) [199], [200]. A técnica FRET é baseada
sobre a transferéncia de energia de um fluor6foro doador excitado para um fluor6foro aceptor
proximo, resultando no aumento de fluorescéncia emitida pelo aceptor [201]. Entretanto, esta

técnica € baseada por microscopia de fluorescéncia, o que além de demorado, essencialmente
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impede a analise de interacdo entre proteina em ensaios com grande numero de células, high-
throughput-screening (HTS) [199], [200].

A técnica de Fluorescence activated cell sorting (FACS), além de ndo evasiva, é uma
técnica sensivel e quantitativa, que permite medir um grande numero de células em um periodo
de tempo razoavel [202].

Em 2010, Banning, et al., mostrou que estas duas técnicas podem ser utilizadas em
conjunto no estudo de interagdo entre proteinas. Estes estabeleceram um versatil ensaio de
FACS, baseado em FRET, usando como padréo positivo para FRET o par CFP/YFP [203].
Ensaio que puderam demonstrar a aplicabilidade da técnica em ensaios de HTS, pela selecdo de
celulas FRET positivas [204].

1.7.2. A técnica de RNA de interferéncia

Um dos grandes avancos nas ultimas décadas na biologia molecular foi a descoberta de
que as moléculas de RNA podem regular a expressdo de genes [205]. Por muitos anos as
moléculas de RNA eram conhecidas apenas por participar em processos classicos como
transcricdo, processamento e traducdo. Porém estes conceitos comecaram a ser mudados
guando em 1998 cientistas descreveram um novo mecanismo de inibicdo da expressdo génica
induzido pela presenca de RNA de dupla fita (dsSRNA), conhecido como silenciamento da
expressdo génica por RNA de interferéncia (RNAI) [205]. Este fendmeno foi inicialmente
caracterizado como um mecanismo de defesa celular contra infeccdo viral e mobilizacdo de
transposons que funcionavam através da inibi¢do traducional por dsRNA [206]. Desde entéo,
este mecanismo também foi descrito em plantas, protozoarios, nematoides e insetos. Mostrando
sua conservacao através da evolucdo das espécies [207].

O mecanismo de RNAI se tornou poderosa ferramenta para estudo das funcgdes génicas
e bloqueio de infeccdes pela introducdo de dsRNA homologas ao RNAm alvo [208], [209],
[210], [211].

O uso de RNAI também tem sido utilizado no combate a doengas como cancer, diabetes
e outras doencgas que envolvem patdgenos como virus, bactérias, fungos e protozoarios [212],
[213], [214], [215], devido 0 RNAI ter o poder de bloquear a expressdo de genes possivelmente
envolvidos nos processos patogénicos.

Apesar de que 0s genes virais possam servir como alvos para terapia génica utilizando
shRNA(short hairpin RNA), genes do hospedeiro também podem representar bons alvos, ja que
possuem maior estabilidade em seus processos de transcricdo e tradugdo. Desta forma, a

modulacdo do receptor CD4, que é um importante evento durante a infec¢do pelo HIV-1, pode
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ser um bom campo de estudo para a utilizacdo da abordagem por RNA silenciador (ShRNA)

como ferramentas para melhor compreenséo deste processo fisioldgico.
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Capitulo 2. Relevancia da Pesquisa e Objetivos
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2.1. Relevancia da Pesquisa

Aproximadamente 20 anos apds o desenvolvimento e implementacdo de terapia
antiretroviral (TAR), a pesquisa em HIV/Aids atingiu uma encruzilhada. O surgimento de
variantes virais resistentes as drogas antiretrovirais [216], o estabelecimento dos reservatorios
virais latentes e resistentes ao TAR e a resposta imune do hospedeiro [217-219], assim como 0s
efeitos citotdxicos causados pelo tratamento, fez com que a descoberta de novas abordagens

terapéuticas seja uma prioridade na pesquisa relacionada HIV/Aids.

Diversos achados evidenciaram a importancia da diminuicdo da expressao do receptor
CD4 na patogénese da doenga in vivo. As evidéncias mais diretas da participagdo deste
fendmeno na progressdo da doenga foram obtidas de grupos de pacientes ndo-progressores,
onde foi possivel verificar uma correlacdo entre a presenca de um pool de virus deficientes
nesta funcdo, a falta de progressdo a doenca e a modulacao do receptor CD4 mediada por Nef
[220, 221]. Por outro lado, em estudos realizados pelo nosso grupo foi possivel demonstrar que
a maior infectividade observada em virus isolados nos estagios finais da infeccéo se devia, pelo
menos em parte, a maior eficiéncia destas variantes virais em diminuir da expressdo de CD4
[91].

Estes estudos sugerem fortemente que a capacidade de diminuir a expressdo do receptor
viral CD4 pode contribuir para 0 aumento da carga viral observada em pacientes portadores de
AIDS, o que nos levou a hipotetizar que a inibicdo desta fung@o viral poderia retardar a
progressao da doenga e consequentemente melhorar o quadro clinico de pacientes HIV

positivos.

Para nosso conhecimento, a modulacdo do receptor CD4 induzida pelo virus HIV ainda
ndo foi considerada como um alvo terapéutico. Entretanto, nosso grupo iniciou esforcos para
avaliar o impacto que esta nova abordagem terapéutica poderia ter na replicacdo viral. Dessa
forma estudos preliminares mostraram que a expressao na membrana celular de moléculas CD4
insensiveis a modulacdo induzida por Nef reduz dramaticamente a infectividade e a replicacdo
viral [222].

Baseando-nos nestes dados encorajadores, hipotetizamos que o blogueio do mecanismo
responsavel pela diminuicdo da expressdo de CD4, através da identificacdo e inibigdo dos
parceiros celulares de Nef envolvidos nesta fungdo poderia constituir uma nova e efetiva

abordagem terapéutica.
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2.2. Objetivos
2.2.1. Objetivo geral:
Determinar a relevancia fisiologica de putativos parceiros celulares da proteina viral

Nef na modulacéo do receptor CD4.

2.2.2. Objetivos especificos

1. Desenvolver vetores lentivirais que expressem shRNA contra os diferentes parceiros
celulares de Nef .

2. Avaliar a eficiéncia dos vetores lentivirais na inibicdo da expressdo das proteinas celulares.

3. Avaliar a interacdo e co-localizacdo entre as proteinas celulares e os diferentes alelos de Nef
de primatas humanos e ndo humanos e o receptor CDA4.

4. Analisar o efeito da reducgdo dos niveis de expressdo das proteinas celulares na modulacédo de
CD4 mediada por diferentes alelos de Nef de primatas humanos e ndo humanos em linha de
células T.

5. Determinar a relevancia fisiologica da inibicdo dos parceiros celulares de Nef na modulacéo
do receptor viral CD4 em linfocitos T de sangue periférico infectados pelo HIV-1.
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3. Materiais e Métodos
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3.1. Linhagens celulares

Para a producdo de particulas virais foi utilizada a linhagem celular aderente de
fibroblastos de rim humano denominada 293T foi cultivada a 37°C em atmosfera de 5% de
CO, em meio de cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10%
de Soro Bovino Fetal inativado (SFB). Os experimentos de avaliacdo da relevancia fisiologica
dos parceiros celulares de Nef na degradacdo de CD4 foram realizados na linha celular de
linfocitos T-CD4", SupT-1. Esta linhagem celular foi cultivada a 37°C em atmosfera de 5% de
CO; em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado com 10%
de Soro Bovino Fetal inativado (SFB). Finalmente, também foram utilizados para tal fim
linfocitos T-CD4" isolados a partir de células mononucleadas do sangue periférico
“peripherical blood mononuclear cell” — PBMC os que foram cultivados em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de Soro AB Humano (SABH) e 50 U de interleucina-2 (IL-2) / ml. As
células de PBMC foram ativadas com 5ug/ml phytohemagglutinin (PHA) por 2 dias antes de
serem infectadas ou transduzidas. Todo meio de cultura usado foi suplementado com 100 U de
penicilina/ml, 100 pg de streptomicina/ml, 1 mM de piruvato de sédio e 2 mM de glutamina.

3.2. Construcao de vetores de expressao

3.2.1. Desenvolvimento de vetores de fusdo codificando proteinas celulares e alelos da
proteina Nef

No primeiro momento foram construidos vetores de fusdo codificando seis proteinas
celulares, possiveis parceiras da proteina Nef na modulacdo de CD4, (hTEIl, Aplo, Ap2o,
Ap2u, V1IH, B-COP), trés alelos da proteina Nef presentes em primatas humanos (NA-7, Sf2,
NL4.3), um presente em primatas ndo humanos (Smm. Mac239) e o receptor celular CDA4.

3.2.1.1. Reacdo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR)

As sequéncias dos genes correspondentes as diferentes proteinas foram amplificadas por
PCR utilizando-se oligonucleotideos especificos para cada proteina contendo os sitios para as
enzimas de restricdo Nhe | e Age I, e a sequéncia necessaria para posterior clonagem e fusao
destes genes nos vetores de expressdo pECFP e pEYFP (proteina de fluorescéncia “cyan” e
proteina de fluorescéncia “yellow “respectivamente).

Os oligonucleotideos foram desenhados a partir da sequéncia de nucleotideos
correspondentes aos cDNA de cada uma das proteinas, obtidas no site do National Center for
Biotechnology Information (ncbi) www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/HIVInteractions/nef.html.
(Tabela 3.1).
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Nome
5hTEII-Nhe |
3'hTEII-Age |
5’CD4-Nhe |
3°CD4-Age |
5'VH1-Nhe |
3'VH1-Age |
3'AP1y-Age |
5'APly-Nhe |
5'AP2c-Nhe |
3'AP2c-Age |
5'AP2p-Nhe |
3'AP2u-Age |
5'AP3p-Nhe |

3'AP3u-Age |

5'B-COP1-Nhe |
3'3-COP1-Age |
Nef. NL4.3-Nhe |
Nef. NL4.3-Age |
Nef. NA-7 -Nhe |

Nef. NA-7 -Age |

Nef. SF2-Nhe |

Sequéncias N° de bp
TGCGGCTAGCATGtcgtccececgeagg 1188bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCcaggtctcagagag 1188bp
TGCGGCTAGCATGaaccggggagtccc 3134bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCaaagaaagtgg 3134bp
TGCGGCTAGCATGaccaaaatggatatc 1449bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCgcttcgggcggcagegyg 1449bp
TGCGGCTAGCATGcagtttatgttgctttttag 2468bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCtgtcagtccaatttcttc 2468bp
TGCGGCTAGCATGatccgctttatcctcatccagaaccggge 428bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCctccagggactgtagcatcage 428bp
TGCGGCTAGCATGattggaggcttattcatc 1301bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCgcagcgagtttcataaatgccactge 1301bp
TGCGGCTAGCATGatccatagtcttttcttgatca 1256bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCggttcgaacttggaacttcccagetttgg  1256bp
TGCGGCTAGCATGacggcggctgagaacgtatg 2861bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCtatactagttttcttctg 2861bp
TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc 618bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc 618bp
TGCGGCTAGCATG ggtggcaagtggtc 618bp
TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc 618bp
TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc 618bp
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Nef. SF2-Age | TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc 618bp
Nef. Mac.239-Nhe I TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc 618bp

Nef. Mac.239-Agel TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc 618bp

Tabela 3.1. Sequéncias de primers para amplificacdo de proteinas celulares e alelos de Nef. As sequéncias de
primers foward e reverse para a amplificagdo dos cDNAs correspondentes as diferentes proteinas celulares, assim
como para os alelos da proteina Nef do HIV-1 sdo descritos em caixa baixa. As sequéncias complementares as
sequencias dos respectivos sitios de fusdo entre proteinas de expressdo e as proteinas celulares, juntamente com
sitios especificos para clivagem encontram-se descritos em caixa alta.

Para amplificacdo dos diferentes cDNAs juntamente com a sequéncia necessaria para a
fusdo dos mesmos nos vetores de expressdo, foram utilizados dois diferentes programas de
PCR dependendo do tamanho dos fragmentos a serem amplificados. O primeiro programa de
PCR (programa 1) foi elaborado para genes de tamanho maior a 1.400 pares de bases (CD4,
VHI1, APly e B-COP1). J& o segundo programa de PCR (programa 2) foi utilizado para
amplificacdo de genes com menos de 1.400 pares de bases (AcoT8, AP2c, AP2u e os
diferentes alelos da proteina Nef do HIV-1; Nef NL4.3; Nef NA7; Nef SF2 e o alelo do SIV,
Nef Mac.239)

Em ambas as reacGes de amplificacdo das proteinas celulares, foi utilizado como
“template” 0 banco de cDNA extraido de células HeLa (células de adenocarcinoma cervical
humano). Ja no caso da amplificacdo dos alelos de Nef, foi utilizado como “template”
plasmideos (cedidos gentilmente pelo Dr. Michael Schindler do Heinrich Pette Institut —
Hamburgo, Alemanha) carregando a versdo selvagem da proteina Nef de diferentes cepas do
HIV-1 (SF2, NA7, Mac239 e NL4.3). Em todas as reacGes foi usada a enzima polimerase
utilizada foi a “Phusion High-Fidelity DNA Polymarese”, uma Taq polimerase de alta
fidelidade e processamento (indice de erro 50 vezes menor que a Tag DNA Polymerase e 6
vezes menor que a “Pyrococcus furiosus” DNA Polymerase e com atividade exonuclease de
“proofereading” 3’- 5°)

Condic6es do primeiro programa de PCR: 1X “Phusion High-Fidelity Buffer”; 10 mM
de cada deoxinucleotideo trifosfato; 1ul de dimetilsulfoxido (DMSO); 0,75 uM de cada
“primer”’; uma unidade (0,5ul) de “Phusion® High-Fidelity DNA “Polymarese” (“New
England Bio Labs”) e, por fim, quantidade de agua mili Q suficiente para um volume final de
50ul.
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»  1°Programa de PCR.
96°C — 5 min
96°C — 60 seg
52°C — 60 seg
72°C — 8 min 37 ciclos
72°C — 10 min
4°C —

CD4 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGtcgtcceegcagg - 3

3134 pb
CD4-Agel :5 - TCGACCGGTGCACCTGCTCCcaggtctcagaGag — 3’ P

;Y_J

VH1 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGaccaaaatggatatc - 3’
VH1-Agel :5 -TCGACCGGTGCACCTGCTCCqgcttcgggcggcagegg — 3°

1449 pb

;Y_J

APly - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGcagtttatgttgctttttag - 3’
APly-Agel :5 - TCGACCGGTGCACCTGCTCCtgtcagtccaatttcttc - 3°

2468 pb

B-COP1 - Nhe I : 5-TGCGGCTAGCATGacggcggctgagaacgtatg - 3’ }2861 5
P
B-COP1 - Age | : 5>-TCGACCGGTGCACCTGCTCC Ctatactagttttcttctg - 3’

Condic6es do segundo programa de PCR: 1X Phusion High-Fidelity Buffer; 10 mM de
cada deoxinucleotideo trifosfato; 0,5 uM de cada primer; uma unidade (0,5ul) de Phusion®
High-Fidelity DNA Polymarese (New England Bio Labs) e, por fim, quantidade de dgua mili Q

suficiente para um volume final de 50ul.

»  2°Programa de PCR.
96°C — 5 min
96°C — 60 seg
52°C — 60 seg
72°C — 4 min 35 ciclos
72°C — 8 min
4°C —
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AcoT8 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGtcgtcceegcagg - 32
AcoT8 - Agel : 5 - TCGACCGGTGCACCTGCTCCcaggtctcagaGag — 3°

AP26 - Nhe I : 5-TGCGGCTAGCATGatccgctttatcctcatccagaaccggge - 3°
AP20-Agel: 5’-TCGACCGGTGCACCTGCTCCctccagggactgtagcatcagce-3°

AP2u - Nhe 1T : 5 - TGCGGCTAGCATGattggaggcttattcatc - 3’
AP2-Agel: 5’-TCGACCGGTGCACCTGCTCCgcagcgagtttcataaatgccactgc-3°
Nef NL43 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc - 3’
Nef NL4.3- Age | :5° - TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc — 3’

Nef NA-7 - Nhe I : 5- TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc - 3’
Nef NA-7 — Agel : 5°- TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc -3’

Nef SF2 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggte - 3’
Nef SF2- Agel : 5°- TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc -3’

Nef Mac239 - Nhe I : 5 - TGCGGCTAGCATGggtggcaagtggtc - 3’
Nef Mac239 — Age | : 5°>- TCGACCGGTGCACCTGCTCCacttcaagaactgc -3°

3.2.1.2. Estratégia de clonagem

Os produtos de PCR contendo os sitios de restricdo para as enzimas Nhe | e Age

| foram

digeridos com as mesmas enzimas, purificados do gel de agarose por meio de coluna de

cromatografia para extracdo de DNA em gel de agarose (Promega) e clonados nos vetores de

expressdo pECFP e pEYFP (Figura 3.1).
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40



Figura 3.1. Esquema de clonagem das sequéncias dos diferentes genes nos vetores de expressdo
PECFP/YFP. As sequéncias de clonagem como os sitios de restrices Nhe | e Age I, sdo descritas no esquema
acima, onde C1 corresponde a ligacdo do incerto amplificado no vetor, de expressdo CFP, enquanto N1
corresponde a ligacdo do incerto amplificado no vetor, de expressdo YFP. A sequéncia de aminoacidos
GAGAPVAT ¢ necessaria para a ligacéo e fusdo das proteinas celulares com os vetores pECFP/YFP, estas foram
inseridas pelos primers no final da sequéncia, dos oligosnucleotideos.

3.2.1.3.Clonagem

A reacdo de ligacdo foi realizada utilizando-se 0,5 pg de vetor digerido, 5ul de produto
de PCR digerido, 10 unidades de T4 DNA ligase (Fermentas) juntamente com Tag DNA ligase
(New England BioLabs) - para aumentar eficiéncia de formacgdo de pontes fosfodiéster entre o
extremo 5’ fosfato com 3’ hidroxil - e tampdo da enzima T4 DNA ligase na concentracgdo final
de 1X. A solucdo de ligacdo foi incubada a 20°C durante 3 horas. Para obtencdo de clones
contendo os genes das proteinas celulares e os diferentes alelos de Nef fusionados aos genes
reporters, bactérias One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli foram transformadas
com a reacdo de ligacdo pela técnica de choque térmico e posteriormente plaqueadas em meio
LB-4gar (1,5% de &gar bacteriolégico, suplementado com 100 pg/ml de kanamicina). Apos
incubacdo a 37°C por 16 horas as coldnias resultantes da selecdo por antibidtico foram
crescidas em 7 ml de meio LB liquido suplementado com 100 pg/ml de kanamicina e
submetidas a extragdo de DNA plasmideal por coluna pelo GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
(Cat: #K0501).

A confirmacdo da clonagem dos diferentes genes, previamente digeridos, foi realizada por
eletroforese em gel de agarose, com posterior sequenciamento e analise de homologia em
banco de dados BLAST - Basic Local Aligment (em anexo).

3.2.2. Desenvolvimento de vetores lentivirais codificando shRNA para proteinas
celulares e alelos de Nef.

Os vetores lentivirais contendo as sequéncias dos shRNA especificos para o bloqueio
das diferentes proteinas foram construidos em duas etapas. Num primeiro momento, vetor
pSUPER-PGK-EGFP-NEO foi digerido com as enzimas de restricio Xho | e BamH |,
juntamente com o vetor lentivrial pNL-SIN-CMV-BLR (gentilmente cedidos pelo Dr. Bryan R.
Cullen do Howard Hughes Medical Institute). Um cassete foi liberado pelo vetor pSUPER,
correspondendo a sequéncia PGK-EGFP-NEO. O vetor lentivrial pNL-SIN liberou o fragmento
correspondente ao promotor CMV e a sequéncia que confere resisténcia ao antibidtico
blastocidina (BLR). Em seguida, o cassete liberado pelo vetor plasmidial pPSUPER foi ligado
no vetor lentiviral pNL-SIN, obtendo-se o vetor lentiviral pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO (Figura
3.2).
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Figura 3.2. Construcéo do vetor lentiviral pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO. Digestdo dupla dos vetores, plasmidial
pSUPER-PGK-EGFP/NEO e lentiviral pNL-SIN-CMV-BLR com Xho | e BamH 1, seguida da ligacdo do cassete
PGK-EGFP-NEO no vetor lentiviral pNL-SIN, formando o vetor lentiviral pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO.

Posteriormente os vetores pSUPER-H1-shRNA codifocando os shRNA para as

diferentes proteinas foram clonados no vetor lentivrial pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO nos sitios

Xba | e Cla | originando o vetor lentiviral pNL-SIN-EGFP-NEO-shRNA, carregando 0s

shRNA especificos correspondentes a cada proteina (Figura 3.3). Os protocolos de clonagem

utilizados se encontram descritos no topico “3.2.1.3. Clonagem”
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Figura 3.3. Construcdo do vetor lentiviral pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO-shRNA. Apds digestdo dupla dos
vetores, plasmidial pSUPER-PGK-EGFP/NEO e lentiviral pNL-SIN-CMV-BLR com as enzimas Xba | e Cla | os
fragmentos contendo o promotor H1 e os correspondentes-shRNA foram clonados no vetor lentiviral pNL-SIN,

formando o vetor lentiviral pNL-SIN-PGK-EGFP-NEO-shRNA.
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3.3. Producéo de particulas virais

3.3.1. Transfeccédo e quantificacdo de particulas virais.

As particulas virias foram obtidas por transfeccdo de s células 293T pela técnica de
precipitacdo de fosfato de calcio. Resumidamente, 24 horas antes do experimento as células
eram ressuspensas em solucdo de tampdo fosfato (PBS) 1X e colocadas em placas de
transfeccdo de seis pocos a densidade de 4 x10° células/poco em 2 ml de meio de cultura
DMEM suplementado.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Para cada poco, 5 ug (quantidade
total) de DNA plasmideal, distribuidas entre o vetor lentiviral (carregando os shRNA para as
proteinas celulares) ou o vetor pBR (carregando diferentes alelos de Nef), pCTAT, pCREV e
pVSV-G (em uma razdo de 4,8;0,25;0,25;0,15 reespectivamente), foram diluidos na mistura de
125 pl de agua destilada e 125 pl de CaCl, 0,5 M. Paralelamente, para a formagéo dos cristais
de fosfato de calcio, a solugdo contendo o DNA plasmideal foi acrescentada gota a gota a 250
ul de uma solugdo 2X HBS (NaCl 280 mM; KC1 10 mM; Na,HPO,4 1.5 mM; dextrosel2 mM;
Hepes 50 mM) sob agitacdo. Finalmente, a solucdo de transfeccdo foi espalhada gota a gota
sobre a camada de células. Apds 16 horas da transfec¢cdo, o meio de cultura antigo foi retirado e
adicionado meio novo. Ap6s 72 horas da transfeccdo, os sobrenadantes contendo as particulas
virais foram recolhidos e estocados a -86°C.

A quantificacdo da producéo das particulas lentivirais foi realizada pela técnica de
ELISA utilizando o kit “HIV-1 p24 Antigen ELISA” (RETROtek ZeptoMetrix Corporation -

USA) e anticorpo especifico para a proteina viral p24.

3.4. Bloqueio da expressao génica das proteinas celulares por sShRNA

3.4.1. Transducao de células.

O procedimento de feito para a analise do bloqueio de expressdo proteica foi 0 mesmo
que o utilizado para producdo de particulas virais “3.3. Producdo de particulas virais”, 0O
sobreandantes foi recolhido e quantificado. 1x10° células 293T plaqueadas em garrafas de
25cm2, foram transduzidas com 1 mL de sobrenadante contendo as particulas virias
codificando os shRNAs para as proteinas celulares numa concentragdo correspondente a
aproximadamente 200 ng de p24. Brevemente, as células foram lavadas duas vezes com PBS
1X e em seguida foram ressuspendidas em 1 ml contendo as particula virais. Apds 4 horas
incubadas a 37°C com 5% de CO, foi adicionado 9mL de meio DMEM+10%SFB fresco.
Finalmente, passadas 120 horas pos-transducdo, estas células foram recolhidas e lisadas para
WB.
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3.4.2. Preparacao do extrato protéico.

A extracdo de proteinas celulares foi realizada através da adicdo de tampdo RIPA (50
mM Tris—HCI, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% deoxicolato de sodio; 150 mM NaCl; 1 mM EGTA,; 1
mM PMSF; 1 pg/ml cada de aprotinina, leupeptina, pepstatina; 1 mM NazVO,4; 1 mM NaF) sob
vigorosa agitacdo e subsequente centrifugacdo a 14.500 rpm para eliminacdo de restos celulares
que ficaram no fundo do tubo.

As determinacgOes das concentragOes de cada extrato proteico foram realizadas pelo
método descrito por “Bradford Protocol — 1976 utilizando-se albumina sérica bovina
(Sigma®) como padrao.

3.4.3. Anticorpos utilizados.

Os anticorpos utilizados neste trabalho se encontram listados abaixo (tabela 3.2), assim

como suas respectivas companhias.

Reagente Produzido Conjugado Produzido Numero de catalogo
Anti CD4 camundongo APC BD Biosciences 555347

Anti hTEII Coelho - Ab Cam ab75070

Anti 3-COP1 Coelho - Ab Cam ab2899

Anti ATP6VIH Coelho - GeneTex GTX110778
Anti AP3u Coelho - Ab Cam ab87092

Anti AP21L camundongo - Santa cruz sc-99026

Anti APly Coelho - USBiological A2298-48B

Tabela 3.2. Listagem de anticorpos. Lista de anticorpos utilizados, demonstrando em que animal foi produzido,
se 0 anticorpo esta conjugado com alguma enzima ou fluorocromo, a companhia produtora do reagente e o nimero
de catélogo.

3.4.4. Eletroforese e Immunoblotting.

Aproximadamente 15 pg dos diferentes extratos proteicos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), sob
condicBes desnaturantes e redutoras, conforme meétodo originalmente descrito por “Laemmili
Protocol - 7970”. Para isso utilizou-se o sistema de eletroforese vertical e os géis foram
preparados com concentracdo de 10% para o gel separador e 4% para o gel concentrador
(Current Protocols in Molecular Biology). As amostras foram diluidas em tampéao de amostra
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5x (Tris-HC1 50 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de bromofenol 0,1%; B-mercaptoetanol (2-Me) 15
mM e glicerol 10%) e fervidas por 5 min. antes de serem aplicadas no gel. A eletroforese foi
realizada em tampdo de corrida (Tris-HCI 25 mM, pH 8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%) a
voltagem constante de 70 V e de 150 V durante a passagem das amostras pelo gel concentrador
e separador, respectivamente. Como padrdo de massas moleculares para o experimento de
eletroforese, utilizou-se o marcador comercial da Bio-Rad: Precision Plus Protein Kaleidoscope
Standards (MW: 10 — 250 kDa).

Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
em sistema semisseco de transferéncia horizontal (Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell, Bio-
Rad), conforme as recomendacgdes do fabricante. A transferéncia teve duracdo de 80 min. a
corrente constante de 0,8 mA/cm?, em tampéo de transferéncia (Tris-HCI 48,4 mM; Glicna 39
mM; SDS 0,037% e Metanol 20%). Apos a transferéncia, a membrana foi incubada em tampao
de bloqueio (PBS 1X, Twen20 0,2% e Leite em pd desnatado 5%) por 1 hora a temperatura
ambiente em agitacdo constante.

A membrana foi lavada trés vezes em tampdo de lavagem (PBS adicionado de Tween
20 0,2%) e entdo incubado com o anticorpo primario especifico para cada proteina diluido
1:200 em PBS 1X contendo 1% de leite em po6 desnhatado (PBS-Leite), por 1 hora. Apos duas
lavagens de 10 min. cada, com tampé&o de lavagem, a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario conjugado com fosfatase alcalina, na dilui¢do de 1:2000 em tampdo PBS Leite por 1
hora a temperatura ambiente. Apos trés lavagens com tampao de lavagem, de 10 min. cada, foi
adicionado a membrana solugdo reveladora contendo 66 pl de p-nitro azul tetrazolico (NBT)
(Gibco-BRL) e 33 ul de 5-bromo-4cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) (Gibco-BRL) em 10 ml de
tampéo Tris-HCI 100mM pH 9,5; NaCl 100 mM; MgCl, 5 mM. A reacdo de revelacdo foi
interrompida com lavagens sucessivas com agua destilada. As massas moleculares das

proteinas eram conferidas de acordo com o marcador utilizado no gel.

3.5. Avaliacdo da relevancia fisiologica dos parceiros celulares de nef na modula¢éo do
receptor CD4

3.5.1 Infeccéo e Superinfeccéo

3x 10° células SupT-1 foram infectadas com 1 mL de sobrenadante contendo as
particulas virias codificando o0s shRNAs para as proteinas celulares numa concentragdo
correspondente a aproximadamente 200 ng de p24. Brevemente, as células foram lavadas duas
vezes com PBS 1X e em seguida foram ressuspendidas em 1 ml contendo as particula virais.
Passadas 4 horas de incubacdo a 37°C com 5% de CO, foi adicionado 1mL de meio

45



RPMI+10%SFB fresco e plaqueadas em placas de 6 pocos. 48 horas pds-infeccdo foram
adicionados 2mL de meio RPMI+10%SFB fresco em cada pogo. Apds 120 horas de incubacgéo
as células foram novamente lavadas e co-infectadas com 1 mL de virus selvagem (WT)
carregando os alelos de Nef (NL4.3), fusionadas com a proteina reporter BFP. Finalmente,

apos 96 horas pos-infeccgdo, estas células foram recolhidas e analisadas por FACS.

3.5.2 Citometria de Fluxo / “Sorting”

3.5.2.1. Determinacao dos niveis de CD4

Os niveis de expressdo do receptor CD4 em células transduzidas com particulas virais
expressando os diferentes ShRNA e infectadas com virus codificando o alelo NL4.3 de Nef
foram quantificados por FACS 120 horas ap6s a primeira infec¢do. Para isto as células foram
lavadas duas vezes com solucdo de PBS 1X e incubadas por 45 min.s no gelo com o anticorpo
anti-CD4-APC juntamente com o anticorpo anti-MHC-I-PE, ambos em concentragdo de 5 pL
/ml em PBS. Posteriormente, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspensas
em 200 ul de PBS+2%SFB. Os dados foram captados pela méaquina FACS CANTO I,
utilizando as seguintes florescéncias e seus respectivos filtros: GFP (530/30), BFP (470/15), PE
(585/42) e APC (660/20). Os resultados foram analisados com o programa Diva (BD
Biosciences).

O isolamento de linfocitos de sangue periférico foi realizado de acordo como descrito
em [223]. Brevemente, células mononucleares do sangue periférico purificadas com ficoll-
periférico (PBMC) foram isoladas a partir de dadores saudaveis e cultivadas em RPMI 1640
suplementado com 10% de soro AB humano. As células PBMCs foram activadas com 5 ng / ml
de fito-hemaglutinina (PHA) durante 2 dias, anteriores a transducdo de vectores lentivirais ou a
infeccdo com virus do HIV-1. Apos a estimulacdo de PHA, as células foram mantidas em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de soro AB humano contendo 50 U de interleucina-2 (IL-
2) / ml. Todos os meios de cultura utilizados aqui foram suplementadas com 100 U de
penicilina / ml, 100 ug de estreptomicina / ml, piruvato de sodio 1 mM e 2 mM de glutamina.

3.6. Fluorescence Resonance Energy Transfer —- FRET

3.6.1. Transfeccdo de células para ensaios de FRET

Células 293T foram transfectadas por técnica de fosfato de célcio (técnica citada no
topico “3.4.1. Transfeccdo de células”), onde 1,5x10° células foram plaqueadas em placas de
12 pogos com 1mL de meio de cultura DMEM suplementado. Para cada poco, 2,5 ug
(quantidade total) de DNA plasmideal foram distribuidas, sendo 1,25 pg do vetor CFP e 1,25
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pg do vetor YFP, fusionados as sequéncias de genes que expressam as diferentes proteinas
celulares. Apos 24-36 horas os sobrenadantes dos pogos foram descartados e as células foram
recolhidas e lavadas duas vezes com PBS+EDTA. Apds a Gltima lavagem, as células foram
ressuspensas em 200 pl de paraformaldehido 2% a 4°C.

3.6.2. Frequence Resonance Energy Transfer (FRET/FACS).

Nas medicOes de FACS/FRET foram feitas utilizando o aparelho FACS CANTO Il
(BD Bioscience) equipado com os lasers de 405 nm, 488 nm e 633 nm.

Para medir ECFP e FRET as células foram excitadas com o laser de 405 nm. O
resultado foi “plotado” no canal ECFP com o filtro padrao 450/40, enquanto o sinal de FRET
foi medido com o filtro 529/24 (Semrock). Para medir EYFP, as células foram excitadas com o
laser de 488nm, entretanto a emissdo também era captada no filtro 529/24 (Semrock).

Na figura 3.4, abaixo, estdo descritos os padrdes utilizados para medir os niveis de

@ @& ® ew

: mock CFP only YFPonly CFP and YFP CFP fused YFP

CFP (405/450)

| S 4

YFP (488/529)

0.0 % 0.0 % 0.0 % 7 997

CFP (405/450)

FRET expressos pelas proteinas.

Figura 3.4. Estratégia para medir FRET por FACS. Células 293T transfectadas com os controles; apenas CFP,
apenas YFP, CFP mais YFP e CFP-YFP fusionadas, foram analisadas por FACS. As células duplo-positivos foram
captadas no painel 1, enquanto o falso positivo sinal de FRET, resultado da excitacdo de YFP ao laser de 405nm,
foi excluida no painel 2. Os “plots” com as células restantes foram ajustados para conter apenas as células CFP-
YFP fusionadas, controles para o sinal de FRET positivo.
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3.7. Microscopia Confocal
3.7.1. Transfeccéo de células para experimentos de microscopia confocal
Os experimentos de microscopia confocal foram realizados da seguinte maneira: antes
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das células serem plagqueadas para transfec¢do foram colocadas laminulas circulares de vidro no
fundo de cada pogo de placas de seis pogos. Posteriormente foram plaqueadas 500.000 células
acima de cada lente e 24 horas mais tarde foram realizadas as transfec¢des, como descrito no
topico “3.6.1. Tansfec¢do de células para FRET”. De 36 a 48 horas ap0s as transfeccdes, as
lentes foram recolhidas, lavadas em PBS+ paraformaldeido 4% tamponado a 4°C, e montadas
em laminas com solucdo de mowiol (2,4 g polyvinylalcohol, 6 g de Glicerina e 18 mL de PBS).
As diferentes preparagdes foram mantidas ao abrigo da luz e umidade até andlise, por até 15
dias.

3.7.2. Imagens de microscopia confocal

O microscopio utilizado para obter as fotos foi Zeiss LSM510 Meta, e 0 programa

usado para a formatago e captura das imagens foi o software “ImagelJ plug-in” [224].
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Capitulo 4. Resultados e Discussao
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A diminuicdo da expressdo do receptor CD4 da superficie da célula infectada é uma das
principais caracteristicas de infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV-1)
[225], [226]. Resultados obtidos por vérios grupos inclusive o nosso, mostraram uma clara
relacdo entre a capacidade de diminuir a expressdo do receptor viral CD4 e o aumento da
infecsiosidade e replicacdo viral, observados nos estagios finais da infeccdo, sugerindo a
participacdo deste fendmeno na patogénese e progressdo da doenca [88], [91]. Nosso grupo
mostrou claramente que a inibicdo da modulacdo da expressao de CD4 mediada por Nef pode
representar um novo alvo terapéutico [222]. Dos trés genes virais estdo envolvidos com esta
funcdo Nef desempenha o papel mais importante na diminuicdo da expressdo de CD4,
aumentando a internalizacdo da proteina CD4 sinalizando para degradagdo lisossomal [48],
[227]. Diversas proteinas celulares foram envolvidas na modulagcdo de CD4 mediada por Nef,
dentre estas proteinas, o complexo adaptador de clatrina heterotetrameérico AP-1 e AP-2 [123],
[95], [97], a thioesterase humana (AcoT8), a ATPase (bomba de protons) vacuolar V1H, a
proteina de revestimento formadora de vesiculas (3-COP), a tirosina cinase, Hck e as proteinas
Espnl5 e Dynamina 2, foram descritas como necessarias neste mecanismo [129], [228], [126].

Experimentos anteriores para validar o papel de algumas destas proteinas foram
realizados usando versGes mutantes dominantes, onde a superexpressdo das mesmas levou a
inibicdo da funcdo das proteinas endogenas, a qual as vezes foi acompanhada de uma alteracéo
na modulacdo de CD4 mediada por Nef. No entanto estes estudos ndo foram validados quanto a
sua relevancia fisiologica no contexto da infecgdo viral.

Recentemente, a técnica de short hairpin RNA (shRNA) tem sido utilizada para o
estudo da funcdo de inimeras proteinas em células de mamiferos, silenciando a expressdo de
genes especificos. Por outro lado, recentemente foi desenvolvida outra poderosa ferramenta
para avaliar, quantificar, e caracterizar a interacdo entre proteinas. Esta técnica baseia-se na
analise dos niveis de freqliéncia relativa de energia transferida (FRET) por meio de citometria
de fluxo (FACS) (FACS/FRET) [204].

Neste contexto, e mediante 0 uso das técnicas de RNA de interferéncia (RNAI) e
(FACS/FRET) nos tragamos como objetivo geral deste trabalho determinar a relevancia
fisiolégica dos putativos parceiros celulares da proteina viral Nef na degradacdo do receptor
CD4.

4.1. Construcéo de Vetores

4.1.2. Construcao de vetores de expressao de proteinas de fusdo.
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No primeiro momento os diferentes cDNAs de cada proteina celular, AcoT8, V1H,
BCOP, Aplo, Ap2c, Ap2u e CD4, juntamente com alelos da proteina Nef (NA7, mac239, e
NL4.3), foram fusionados aos genes codificando as proteinas fluorescentes CFP e YFP
(fluorescéncia ciano e amarela respectivamente) e presentes nos vetores pECFP e pEYFP,
respectivamente (gentilmente cedidos pelo Dr. Michael Schindler do Heinrich-Pette-Institut an
der Universitat Hamburg).

A especificidade dos diferentes fragmentos amplificados correspondentes aos diferentes
genes celulares e virais foi confirmada por eletroforese em gel de agarose e posterior
sequénciamento e alinhamento com as sequéncias de aminoacidos da versdo selvagem de cada
proteina celular (Anexo 1), obtendo-se assim a confirmacéo da correta amplificacdo e clonagem
dos cDNAs que codificam as proteinas de interesse.

A correta clonagem dos diferentes fragmentos amplificados foi confirmada por digestao
dos vetores pEYFP / pECFP com as enzimas de restricdo Nhe | e Age | e subsegiiente analise
em gel de agarose, o que permitiu evidenciar a liberacdo de fragmentos de tamanho
correspondente a sequéncia de cada gene clonado. (Figura 4.1).

3000bp —p

1500bp —p
1000bp—p

-
-

-

Figura 4.1. Confirmacédo da construcdo de vetores de expressdo pECFP contendo as diferentes sequéncias
correspondentes aos genes celulares. Os diferentes cDNAs correspondentes as diferentes proteinas celulares
foram amplificadas por PCR usando oligonucleotideos contendo sequéncias para as enzimas Nhel e Agel. Apds a
amplificacdo os fragmentos foram digeridos e clonados nos vetores pEYFP e pECFP. A confirmacdo da clonagem
foi obtida por digestdo com as enzimas de restricdo Nhel e Agel e os fragmentos liberados tiveram seu peso
molecular comparado com o marcador “GeneRuler DNA Ladder Mix”, 0 que mostrou os tamanhos de fragmentos
esperados.

4.2. Expressao de proteinas celulares fusionadas
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Para confirmar a expressao e localizacdo das proteinas celulares. Células 293T foram

transfectadas e analisadas apds 36 horas com as diferentes proteinas fusionadas a proteina CFP,

por esta ser a florescéncia melhor captada na microscopia confocal e pelo mesmo motivo a

lCo‘

fluorescéncia para a identificacdo visual foi em vermelho (Figura 4.2).

AcoT8 APlo AP2p AP2o ATP6V1H

Figura 4.2. Expresséo e localizac@o celular de proteinas de fusdo. Células 293T foram transfectadas apenas
com DNAs de vetores expressando as proteinas celulares fusionadas a CFP. A expressdo das difeents proteinas foi
detectada por Microscopia Confocal.

Como pode ser observado na figura 4.2 foi possivel confirmar a expresséo e localizacédo
das proteinas de fusdo com descrito na literatura [165], mostrando que a fusdo a proteina
“reporter” ndo afetou a localizagdo endogena das proteinas celulares em estudo.

Enquanto as proteinas: AcoT8, Aplo, Ap2u, AP2c ¢ VIH, mostraram uma expressiao
uniformemente distribuida no citoplasma da célula, as células transfectadas com o vetor para
expressdo de CD4 mostrou uma concentracdo maior da proteina na membrana celular, enquanto
a proteina BCOP apresentou uma maior concentracdo proximo ao ndcleo da célula e uma
pequena fracdo na membrana celular.

4.3. Caracterizagdo da interacdo entre proteinas celulares e virais

Com o intuito de determinar o nivel de interagdo das diferentes proteinas celulares com
os diferentes alelos da proteina Nef e com a proteina CD4, foram realizados ensaios de FRET
entre as proteinas celulares fusionadas a proteina ciano-fluorescente CFP e os alelos da proteina
Nef (NA7, Mac239 e NL4.3) e o receptor celular CD4 fusionados a proteina amarelo-
fluorescente YFP.

Tendo em vista que as proteinas de expressdo CFP e YFP, ndo tém afinidade entre si,
celulas 293T foram transfectadas com ambos os vetores servindo estas como controle negativo
em todos os experimentos de FRET (0% de FRET). Por outro lado, para obter um controle
positivo mostrando o0 méximo de interagdo entre duas proteinas (100% de FRET), foram
fusionadas as duas proteinas de expressdo, CFP com YFP, e transfectadas em células 293T.
Estes dois controles foram adotados, como parametros de mensuragéo de FRET (0% e 100%).

4.3.1. Interagdo entre proteinas celulares e o alelo NA7 da proteina Nef
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Como descrito anteriormente células 293T forma co-transfectadas com os vetores de
expressdo, expressando as proteinas celulares fusionada a fluorescéncia CFP juntamente com o
vetor expressando o alelo NA7 da proteina Nef fusionado a fluorescéncia YFP. Apds 36 horas a
interacdo entre as proteinas celulares e a proteina Nef-NA?7 foi analisada por FACS/FRET.

A figura 4.3 mostra os diferentes niveis de interacdo detectados entre cada proteina
celular e o alelo NA7 de Nef expressos como porcentagem de interacdo. O relativo baixo nivel
de interacdo entre o receptor CD4 e Nef-NA7 (39%), pode ser explicado pela modulacéo de
CD4 pela propria proteina viral, o que levaria a uma queda drastica do sinal detectado.
Entretanto foi possivel observar uma grande afinidade entre as proteinas Nef-NA7 e a proteina
responsavel pela depalmitoilacéo do receptor CD4, a thiosterase Il. A interagdo entre estas duas
proteinas atingiu porcentagens de aproximadamente 90% de sinal de FRET positivo, quando
comparada ao controle positivo CFP+YFP, o que traz uma informacao importante a respeito da
interacdo de AcoT8 com este alelo de Nef, dado que ndo existia informacdo até o0 momento na
literatura [165], [128], [129], [229], [230], [231], [232]. A proteina formadora do complexo
clatrina AP2p, uma das principais responsaveis pela reciclagem enddgena do receptor CD4,
também mostrou um nivel de interacdo com o alelo NA7 (40%). O que vem a confirmar dados
da literatura que mostram a direta interacdo da subunidade desta proteina com a proteina viral
[148], [109], [143].

Outra proteina que mostrou uma pequena, mas significantiva interacdo com Nef NA7
foi & proteina BCOP (30%). E importante salientar que embora nio existam dados conclusivos
da participacdo desta proteina na modulacdo de CD4 mediada por Nef existe uma forte
evidencia de sua participacdo na reciclagem enddgena de CD4 na formacdo de endossomos
primarios e secundarios [149], [150], [151], [95].

Finalmente as proteinas APlcs, AP26 e VIH ndo mostraram uma interagdo relevante
com Nef-NA7. A auséncia de interacdo entre Nef-NA7 e as proteinas APloc ¢ AP2c, vem a
confirmar dados da literatura no sentido de auséncia de qualquer tipo de ligagcdo entre estas
proteinas celulares com alelos de Nef e a reciclagem enddgena de CD4. Ja a bomba de protons
ATP6V1H (V1H), foi descrita como uma importante parceira de Nef no processo de
modulacdo de CD4, sendo responsavel pela acidificagdo dos endossomos que carregam
moléculas de CD4 [113], [228] o que sugere que esta proteina celular poderia participar deste
fendmeno néo por interacdo direta com Nef, mas sim de uma forma indireta, talvez interagindo

com proteinas presentes no complexo de reciclagem do CD4, como a proteina Ap2.
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Figura 4.3. Caracterizagdo da interagdo entre as proteinas celulares e a proteina Nef-NA7 por FRET. Apds
co-transfeccao de células 293T com vetores de fusdo expressando as proteinas celulares e o alelo Nef- NA7, foram
medidos os niveis de FRET entre elas. As proteinas celulares CD4, AcoT8, AP2u e BCOP, mostraram diferentes
niveis de interacdo com o alelo NA7 da proteina Nef (39%, 89%, 45% e 30%, respectivamente), enquanto APlo,
AP20 ¢ V1H, ndo mostraram intera¢ao direta com o alelo de Nef.

4.3.2. Interagdo entre proteinas celulares e o alelo NL4.3 da proteina Nef

A figura 4.4 mostra os diferentes niveis de interacdo entre as proteinas celulares com o
alelo NL4.3 da proteina Nef, cepa de referencia mais frequentemente do subtipo B.

Embora o padréo de interacdo com as diferentes proteinas celulares tenha sido similar
ao observado com o alelo NA7, os niveis foram significativamente menores.

A menor interacdo com a molécula CD4 (22%) poderia obedecer a uma menor afinidade
deste alelo pela molécula CD4 ou uma maior capacidade deste alelo em degradar CD4.

Segundo Ornelas, a cepa NL4.3 da proteina Nef induz uma maior modulacdo da
molécula de CD4, quando comparada a cepa Nef-NA7 em células 293T transfectadas com
plasmideo codificando ambas as proteinas [193]. Esta informacdo reforca a idéia que a menor
interacdo detectada entre o receptor CD4 e o alelo NL4.3 seria devido na verdade a uma maior
degradacéo do receptor. Por outro lado embora o nivel de interagdo com a AcoT8 tenha sido
substancialmente alto (64%), também foi menor ao observado com o alelo NA7. Sabendo que o
sitio de ligagdo de AcoT8, no alelo Nef-NL4.3 (D123) [128], é conservado em ambos os alelos
[165], descarta-se a possibilidade de uma maior afinidade entre AcoT8 e Nef-NA7 por uma
alteracdo na sequéncia de amino&cidos deste alelo. No entanto, ja se encontra bem descrito na
literatura que a modulagédo do receptor CD4, mediada por Nef é resultado da interacdo entre o
receptor CD4, o alelo de Nef e um complexo formado por proteinas celulares [225], o que
sugere que mesmo AcoT8 tendo uma interacdo com Nef-NL4.3 menor do que com Nef-NA7, a
maior modulacdo de CD4 por Nef-NL4.3 pode-se dever a uma maior interacdo com outras

proteinas celulares também envolvidas neste fendmeno, mas sem descartar a interagdo inicial
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entre CD4 e AcoT8 [129]. Uma alternativa seria que a interacdo entre este alelo e AcoT8 “in
vivo” seja aumentada pela presenca de outras proteinas celulares.

Similarmente aos resultados obtidos com o experimento anterior a interacdo com as
proteinas AP2p e BCOP (16% e 12%, respectivamente) foram menores aos observados com o
alelo NA7, sendo a interagdo com PBCOP quase nado significativa. Estes resultados, ndo
significam necessariamente que estas proteinas sejam menos importantes na modulacéo de CD4
mediada por este alelo, desde que existe uma importante evidencia na literatura a respeito da
participacdo das mesmas na degradacdo de CD4. [171], [174],[123],[78]. Com base nestes
trabalhos embora a baixa intera¢do detectada entre AP2u e BCOP e o alelo Nef- NL4.3 ndo
seria possivel descartar a participacdo das mesmas na modulagdo negativa do receptor CD4 por
este alelo.

Os niveis de interagdo com as proteinas celulares APlo, AP26 e VIH, foram negativos
similarmente aos observados com o alelo NA7.

Finalemente na interpretacdo dos resultados acima descritos € importante se considerar
que a baixa interacdo entre algumas proteinas celulares e os alelos de Nef do HIV-1 pode
obedecer a auséncia da molécula CD4, desde que as células 293T usadas nos ensaios nao
expressam este receptor, o qual poderia ser um fator potencializador, na interacdo das proteinas

celulares e Nef.
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Figura 4.4. Niveis de interagéo direta entre as proteinas celulares e a proteina Nef NL4.3 por % de FRET.
Co-transfecgdo de células 293T com vetores de fusdo expressando as proteinas celulares e o alelo Nef- NL4.3. O
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resultado da interacdo entre as proteinas celulares e o alelo NL4.3, medida por FRET, mostra de uma maneira
geral uma reducdo desta interacdo pelas proteinas CD4, AcoT8, AP2u e BCOP, (22%, 64%, 16%, 12%,
respectivamente) quando comparadas com o alelo Nef- NA7, o que mostra uma menor iteracdo com as proteinas
celulares, entretanto talvez uma maior modulacdo de CD4.

4.3.3. Interacgdo entre proteinas celulares e o alelo Mac239 da proteina Nef do SIV

Também foram avaliados os niveis de interacdo das proteinas celulares com a variante
Mac239 de Nef presente no virus da imunodeficiéncia simiana (SIV). Ao gene codificando
este alelo foi fusionado o gene codificando a florescéncia YFP e o vetor resultante co-
transfectado em células 293T, juntamente com os vetores codificando as proteinas celulares
fusionadas a florescéncia CFP.

Como pode ser observado na figura 4.5, os padrdes de interacdo entre as proteinas
celulares e esta variante de Nef foram diferentes aos obtidos com as variantes presentes no
HIV-1. As Unicas proteinas que mostraram relevante interacdo com este alelo foram CD4 e
AP2u. Sendo que o nivel de interacdo entre a proteina CD4 (13%) foi menor aos niveis
observados com os outros alelos de Nef.

Por outro lado, quando comparada a sequéncia do alelo Nef- Mac239 de SIV com os
demais alelos da proteina Nef do HIV-1 (NL4.3, NA7 e SF2), na figura 1.8, pode-se perceber
alteracBes nos aminoécidos triptofano de posicdo 57 (Ws7) e leucina na posicdo 58 (Lsg),
correspondentes ao sitio de ligacdo entre a proteina Nef e o receptor CD4, os quais sdo
altamente conservados nos alelos da proteina Nef do HIV-1, [165]. Por outro lado em outras
regibes desta sequéncia € possivel observar um alto numero de insercGes/alteracdes de
aminoacidos, como na posicdo inicial do triptofano em 70 (W+x), a alteracdo da leucina na
posic¢do 71 (L71) por uma arginina (R71), como mostrado por Roeth em 2006. Estas alteragdes
podem estar diretamente relacionadas com o alto nivel de modulacio de CD4 pelo alelo Nef-
Mac239 de SIV (87%), observados por Ornelas, S., 2007 [193].

Outro fator que poderia ter influenciado na baixa interacdo entre este alelo e a proteina
CD4 poderia ser a diferenca nas sequéncias entre as versOes desta proteina presentes em
primatas humanos e ndo humanos.

Entretanto, a interagdo detectada entre o alelo Nef-Mac239 e a proteina celular AP2p foi
claramente maior a observada com os alelos anteriores (89%), o que poderia ser um fator
importante na maior capacidade deste alelo de degradar CD4. Por outro lado esta maior
interacdo vem a confirmar dados da literatura a respeito do critico papel desempenhado por esta
proteina na endocitose de CD4 mediada por Nef [171], [174], [123], [78].
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Esta maior afinidade entre o alelo Nef- Mac239 e a proteina celular AP2y, talvez possa
ser atribuida as diferencas apresentadas por este alelo no dominio de ligacdo a AP2 [165]
(EXXXLLjygs) presente no alelo NL4.3[148], [113], [143]. Ja o sitio de ligacdo desta proteina
em Mac239, se encontra da posicdo 187 a posicdo 192 com a delecdo da leucina 191(-101) € a
alteracdo da leucina encontrada na posicdo 192 (Lig2Y) por uma tirosina (Yigz), (EXXX-Y19;)
[165], como pode ser obsevado no alinhamento da figura 1.8. Dessa forma estas alteragGes
podem estar potencializando o nivel de interacdo entre o alelo Nef-Mac239 e a proteina celular
AP2y, induzindo assim ao aumento do sinal de FRET.

Ja a proteina AcoT8, que mostrou ser a proteina celular com mais afinidade com os
alelos de Nef do HIV-1 ndo mostrou interagir, a0 menos diretamente, com a variante Nef-
Mac239, o que poderia ser explicado por diferencas na sequencia entre variantes presentes em
primatas humanos e ndo humanos. [233], [234]. Ja a alta afinidade entre a proteina celular com
variantes presentes no HIV-1, coloca em evidencia a alta capacidade de adaptacdo deste virus a
diferentes hospedeiros usufruindo de novas proteinas celulares com objetivo de garantir uma

alta eficiéncia em mecanismos patogénicos criticos a sua sobrevivéncia no novo hospedeiro.
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Figura 4.5. Niveis de interacdo direta entre as proteinas celulares e a proteina Nef-Mac239 por % de FRET.
Foi feita a co-transfeccdo de células 293T com vetores de fusdo expressando as proteinas celulares e a variante
Nef-Mac239 de SIV. Diferentemente dos experimentos anteriores, Nef-Mac239 de SIV mostrou interacdo
significativa apenas com CD4 e AP2u (13% e 89%, respectivamente), principalmente a Gltima. Sendo que a
interacdo com a proteina CD4 possa estar baixo justamente pelo nivel de modulacdo do receptor celular ou
também as varia¢Bes na sequéncia de aminoacidos desta variante.

4.3.4. Interagdo entre proteinas celulares e o receptor CD4

Por fim e com objetivo de avaliar as possiveis interacfes entre o receptor celular CD4, e
as outras proteinas celulares, células 293T foram co-transfectadas com a proteina CD4
fusionada a fluorescéncia YFP, juntamente com as proteinas celulares fusionadas a CFP,

incluindo a propria molécula de CD4 (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Niveis de interacdo direta entre as proteinas celulares e a proteina celular CD4 por % de FRET.
48 horas apo6s a transfeccéo em células 293T, com a proteina CD4 fusionada a YFP juntamente com as diferentes
proteinas celulares fusionadas a CFP, incluindo CD4. Foram obtidos grandes niveis de interacdo entre a proteina
CD4 fusionada a CFP e a proteina CD4 fusionada a YFP (75%), por estarem sendo expressas no mesmo local e na
concentragdo duas vezes maior que nos outros experimentos. A resposta quanto ao nivel de interacdo da proteina
AP211 com CD4 (50%) confirmou a existéncia de uma necessidade de ligagdo entre essas duas proteinas celulares.
BCOP (33%) pareceu ter uma maior ligagdo com CD4 do que os alelos da proteina Nef.

A alta interacdo observada entre as moléculas de CD4 (70%) pode obedecer a
dimerizacdo desta proteina na membrana plasmatica o que levaria a um sinal de FRET, o qual
ndo refletiria necessariamente uma interacao fisioldgica, pelo que constituiria um falso positivo.
Como mencionado anteriormente, a proteina AP2u é uma das principais proteinas envolvidas
na reciclagem endogena de CD4, o que ficou evidenciado pelos altos valores de FRET (50%),
confirmando a idéia que AP2u pode ser uma das proteinas mais importantes tanto na
reciclagem como na modulacdo de CD4 mediada por Nef.

Outra proteina que mostrou niveis elevados de interacdo com o receptor CD4 foi a
proteina BCOP (33%), confirmando a participagdo desta na reciclagem fisiologica do receptor
CD4, na formacao e direcionamento de endossomos. Ja a proteina AcoT8 ndo mostrou interagir
com o receptor CD4, a diferenga do observado com as variantes NL43 e NA7 do HIV-1. Este
resultado sugere que na presencga da proteina Nef do HIV-1, AcoT8 poderia ser recrutada para
potencializar a modulacdo da molécula de CD4 dependente de Nef, ao menos em ceélulas
humanas. Na literatura AcoT8 é descrita como uma enzima responsavel por despalmitoilar a
cauda transmembranica da proteina CD4 para que esta seja sinalizada para reciclagem [235].
Entretanto, os resultados mostrados aqui sugerem que talvez esta proteina ndo interaja
diretamente com a cauda transmembranica do receptor CD4, proque tal vez necessite de algum
tipo de sinalizacdo prévia ou a participacdo de uma terceira proteina, para que a
despalmitoilacdo da cauda citoplasmatica do receptor de superficie CD4 acontega.
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Apesar da proteina APlc ter mostrado um pequeno sinal de interagdo com CD4, este
resultado ndo foi considerado significativo, o que se aplica também para as proteinas AP2c e
V1H que ndo mostraram nenhum tipo de interacdo direta com o receptor de superficie celular
CD4.

E importante salientar a necessidade de repetir os experimentos acima descritos em
presenca dos alelos de Nef, com objetivo de verificar se os niveis de interacdo entre CD4 e as
proteinas celulares sofrem alteracdes em presenca da proteina viral.

Os resultados de interacdo por FRET entre as possiveis proteinas celulares parceiras de
Nef e os trés alelos da proteina viral encontram-se resumidos na Tabela 1 e expressos como
porcentagem de interacdo entre as diferentes proteinas, tomando como referencia de 100% de
sinal de FRET, células 293T transfectadas com as proteinas reporteres fusionadas entre si, CFP
fusionada a YFP, e como 0% de sinal de FRET, células 293T co-transfectadas com vetores
expressando as duas proteinas reporteres separadamente.

Como esperado, com base na literatura, foi possivel constatar uma forte interacdo da
proteina celular Ap2u tanto com a proteina celular CD4, como com os alelos Nef-NA7 e
Mac239 (50,4; 45,1; 88,9 %, respectivamente) [236], [237]. Contudo, os niveis de interacdo
desta proteina celular com o alelo NL4.3 ndo se mostraram tdo elevados quanto nos outros
alelos (16%), o que poderia evidenciar a necessidade da presenca de outra(s) proteinas
celulares, para que esta variante possa ter sua interacdo com CD4 potencializada. Estes
resultados ressaltam a necessidade de repetir 0s ensaios na presenca de outras proteinas
celulares como a da propria molécula de CD4, o que poderia ser realizado utilizando linhas
celulares de linfécitos T que expressem de maneira enddgena todas as proteinas celulares,
como por exemplo, a linha celular SupT-1, dessa forma todas as interacfes poderiam ser
avaliadas num contexto mais proximo do “in vivo”

interagdes entre a proteina BCOP com a proteina CD4 (33%) e com Nef do alelo NA7 (30%).

. Também foram registradas importantes

No entanto, esta mesma proteina registrou uma interacdo relativamente fraca com a variante
presente na cepa NL43 (12%), resultado similar ao obtido com a proteina Ap2. Diferencas
importantes nas sequéncias entre ambos os alelos, em outros sitios alem do dominio de ligacéo
a BCOP (EE;s5) [95], poderiam explicar estas diferencas de afinidade, tendo em vista [149],
[150], [157], [95]. Estas semelhancas e diferencas, ndo somente na regido de ligacdo das
proteinas celulares nos alelos, de uma forma geral podem estar relacionadas a diferencas nos
niveis de interacdo entre os alelos e as proteinas celulares.

Finalmente, ¢é de interesse destacar a fraca interagdo da proteina celular V1H com todas as
variantes de Nef e até com a proteina celular CD4 (3%, 1%, 0% e 2% respectivamente). Estes
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resultados viriam a confirmar dados da literatura no sentido que esta proteina cumpriria papeis
subsidiarios no processo de modulacdo de CD4 mediada por Nef, como por exemplo;
aumentando a acidificagdo interna de endossomos, organelas vesiculares de eucariotos, entre
outros [176], [177]. Por sua vez, a literatura também suportam estes resultados de baixa, ou
nenhuma, interacdo entre estas proteinas, sendo que ja foi descrito que a proteina V1H aumenta
a forca de ligacdo entre a proteina AP2u e CD4 [126], [125], [179]. Estes dados em geral vém a
reforcar a idéia de que mesmo alagumas proteinas celulares ndo tenham interacéo direta com os
diferentes alelos da proteina Nef, elas podem ter um importante papel no processo e estar

interagindo de forma indireta na degradacdo de CD4, mediada pela proteina Nef do HIV-1.

CD4 |AcoT8| VIH | BCOP | Aple | Ap2u | Ap2e

CD4 75% 2,10% | 1,50% |32,85% | 16,15% | 50,40% | 0,45%

Nef-NA7 | 38,55% | 89% | 3,20% |30,20% | 15,10% | 45,15% | 0,80%

Nef-239 13% 0,25% | 0,55% | 5,00% | 1,90% | 88,95% |0,05%

Nef-NL4.3 | 21,55% | 63,9% | 0,15% |12,15% | 2,8% |15,95% |0,15%

Tabela 4.1. Porcentagem de interagdes entre as proteinas celulares, os alelos de Nef e a proteina CD4,
determinados por FRET. Células 293T foram co-tranfectadas com plasmideos codificando CD4 ou os alelos;
NA7, Mac239 e NL4.3 da proteina Nef fusionados a proteina repdrter YFP e as diferentes proteinas celulares
fusionadas a proteina rep6rter CFP, juntamente com os plasmideos CFP fusionado a YFP, como controle positivo
(100% de FRET), e os plasmideos codificando o gene CFP com plasmideos codificando o gene YFP por separado,
como controles negativos (0% de FRET), (dados ndo mostrados). Apos 36 horas a frequéncia relativa de energia
transferida (FRET) foi quantificada por citometria de fluxo. E a intensidade de energia transferida entre as
proteinas foi calculada em porcentagem de interacao entre elas.

Em resumo, a partir da interpretacdo dos resultados obtidos pela técnica de FRET pode-

se fazer as seguintes consideragdes:

a) Ha necessidade de repetir os ensaios para cada proteina na presenca, se nao de todos 0s
outros possiveis parceiros de Nef, de pelo menos daqueles que participariam como co-fatores,
aumentando ou diminuindo a interacdo entre uma dada proteina celular e Nef, em uma
determinada etapa do mecanismo de degradacdo de CD4 em estudo. O mesmo conceito se
aplica a avaliacdo das interacGes das proteinas celulares e o receptor CD4, sendo necesséria a
presenca dos diferentes alelos de Nef. Isto nos permitiria ndo somente a analise da interacéo
entre uma dada proteina com um dado alelo de Nef, mas também avaliar a possibilidade de

interacdo das proteinas celulares entre si e seus efeitos.
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b) Ha a importancia de confirmar os resultados obtidos com células 293T, em linhas de
células T como as; células Jurkat e SupT-1, células que expressam naturalmente a molécula
CD4 e outras proteinas de membrana associadas, como as proteinas Hck e Lck, responséveis
por manter a conformacéo da porcdo N-terminal de CD4 e pela estabilidade da ligacdo de CD4
na membrana celular, respectivamente. Fatores estes importantes para ter uma real idéia da
interacdo de cada proteina celular com Nef e a participacdo de cada proteina celular no
mecanismo de modulac¢éo de CD4 por Nef.

4.3.5. ldentificacdo da interacdo de variatens humanas e ndo humanas de Nef com as

proteinas celulares que apresentaram direta interacdo com Nef

Uma vez identificadas quais proteinas celulares tém de fato interacdo direta com a
protein viral Nef, o proximo passo foi avaliar a conservagdo destas interacdes dentre 0s
diferentes alelos de Nef encontrados nas diferentes cepas do virus da Imunodeficiéncia
presentes em primatas humanos e ndo humanos. Dessa forma os alelos de Nef presentes em
HIV-1 (NA7, NL43, SF2) / SIVcpz (Tan3, NL4.3, NA7, Gab2, YBF30, 8161k9) / HIV-2
(BEN, CBL23) / SIVsm (FFm1) e SIV (Mac239, Syk51, AgmSabl, AgmTanl, FWrl) (Tabela
4.2) [223, 238] foram fusionados com o gene reporter EYFP e posteriormente os diferentes
niveis de interacdo com as proteinas celulares; CD4, AcoT8, Ap2u ou B-Cop foram avaliados
pela técnica de FACS-FRET.

Linhagem Clone Espécie/ sub-espécie
HIV-1/M NL4-3 Human (Homo sapiens)

HIV-1/M NA7 Human (Homo sapiens)

HIV-1/N YBF30 Human (Homo sapiens)

HIV-1/0 MVP8161 Human (Homo sapiens)

HIV-2 BEN Human (Homo sapiens)

HIV-2 CBL-23 Human (Homo sapiens)

SIVsmm FWrl Sooty mangabey (Cercocebus atys)
SIVsmm FFm1 Sooty mangabey (Cercocebus atys)
SIVcpzPts TAN3 Eastern chimpanzee (Pan t. schweinfurthii)
SIVepzPtt GAB2 Central chimpanzee (Pant. troglodytes)
SIVsyk KE51 Sykes™ monkey (Cercopithecus albogularis)
SIVsab 1 Green monkey (Chlorocebus sabaeus)
SIVtan 1 Tantalus monkey (Chlorocebus tantalus)
SIVmac 239 Rhesus macaque (Maccaca mulatta)

Tabela 4.2. Relacdo dos alelos da proteina viral Nef previamente descritos serem moduladores dos
receptores de superficie celular em PBMC e suas respectivas linhagens. Agrupamento filogenético de
proteinas lentivirais Nef em HIV-1, HIV-2, SIVsmm, SIVcpz e outros SIVs.
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Nossos dados mostraram uma interagdo significativa de p-Cop com as proteinas de Nef-
AgmSabl, AgmTanl, NL4.3, NA7 (15%, 13%, 10% e 40%, respectivamente) (Figura 4.10 A).
Enquanto AcoT8 mostrou uma interagéo significativa apenas com os alelos NL4.3 e NA7 do
HIV-1 (20% e 62% respectivamente) (Figura 4.10 B). Por outro lado, CD4 e Ap2u mostraram
0S maiores niveis de interacdo, embora variaveis com a maioria dos alelos da proteina viral Nef,
tanto de primatas ndo humanos como humanos incluindo NL4.3 e NA7, onde mostraram
interacdes 19% e 37% com CD4, enquanto que os mesmos alelos mostraram 10% e 27% de
interacdo com Ap2u (Figura 4.10 C e D). A interacdo conservada entre a proteina viral Nef do
HIV-1 com as proteinas celulares CD4, AcoT8, Ap2u e B-Cop sugere que estas proteinas
provavelmente podem estar direta ou indiretamente envolvidas na modulagdo de CD4 induzida
por Nef (Figura 4.7) [223].
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Figure 4.7. Interagdo das proteinas celulares com os diferentes alelos de Nef. Células Hek 293 T foram
contransfectadas com diferentes alelos de Nef fusionados a EYFP (Nef-YFP) e as proteinas celulares p-Cop,
AcoT8, CD4 ou AP2u fusionadas a CFP. 36 horas apds a transfeccdo, as células transfectadas foram analisadas
por FACS-FRET , como descrito anteriormente. (A) B-Cop-CFP mostrou uma interacdo significantiva apenas com
HIV-1. (B) AcoT8-CFP mostrou uma interacdo significantiva com os alelos de Nef do HIV-1. (C) CD4 mostrou
interacdo com todos alelos de Nef. (D) AP2u-CFP, apesar de parcial em alguns casos, mostrou interacdo
significativa com todos alelos de Nef.

Com objetivo de iniciar caracterizacdo dos principais dominios da proteina Nef

envolvidos na interacdocom os factores celulares foram ralizados ensaios preliminares de
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FRET/FACS os que mostraram que a mutacdo G2A no dominio miristil de Nef seria crucial
para promover interacGes de CD4, Ap2u, e p-Cop com a proteina Nef do HIV-1 (dados nédo
mostraos). Estes resultados podem ser explicados pela impossibilidade deste mutante para ser
ancorar na membrana da célula [112].

Por outro lado, a interaccdo Nef-AcoT8, foi inibida nas mutantes del 17-26, PD112AA,
e L110A-PD112AA (dados ndo mostraos) confirmando relatorios anteriores [231]. Espera-se
que experimentos posteriors com um painel maior de mutantes nos permita identificar os
dominios na proteina Nef envolvidos em cada uma das interacbes com as proteinas celulares

descritas anteriormente.

4.4. Andlise de co-localizacdo das proteinas celulares por microscopia confocal

Posteriormente e com o objetivo de avaliar as consequéncias fisioldgicas da interacdo
das diferentes proteinas celulares com os alelos de Nef no que diz respeito a localizacdo celular
de cada proteina, foram realizados experimentos de microscopia confocal. Dessa forma células
293T foram co-transfectadas com vetores codificando as proteinas CD4, Nef-NA7 e Nef-Mac
239, fusionadas a proteina fluorescente YFP, conjuntamente com cada proteina celular de
interesse, fusionadas a proteina fluorescente CFP. Os experimentos realizados com a variante
NL43 da proteina Nef ndo foram incluidos por ter apresentado um excessivo “background”
impossibilitando a captura da imagem, ajuste de intensidade, e consequentemente n&o
permitindo uma correta interpretacdo dos resultados. Apds 48 horas da transfeccdo, as células
foram colhidas, lavadas com PBS+2% SFB, fixadas com Mowiol e analisadas em ensaios de
co-localizagdo por microscopia confocal. As fluorescéncias expostas nas imagens (vermelho e
azul) ndo sdo correspondentes as fluorescéncias dos genes repdrteres fusionados as diferentes
proteinas celulares (YFP e CFP), ja que os canais utilizados para evidenciar as fluorescéncias
foram escolhidos pelos niveis de nitidez que estes propiciavam na identificacdo da localizacéo
da expressao das proteinas estudadas.

4.4.1. Caracterizacdo da localizagédo entre proteinas celulares e alelo Nef-NA7 por
microscopia confocal

Ap0s analise dos experimentos de dupla marcagéo e localizacdo, foi possivel observar
uma clara co-localizagéo entre as proteinas celulares CD4, AcoT8, AP2u ¢ BCOP e o alelo Nef-
NA7 (identificadas por setas), mas com certa variagdo na afinidade apresentada por cada
proteina celular com o alelo, o que demonstrou mudanca na localizacdo de expressdo da

proteina AcoT8 quando na presenca de Nef-NA7 (Figura 4.8).
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Os baixos niveis de expressdo da proteina CD4, quando expressada simultaneamente
com a Nef-NA7 em comparagdo aos niveis de expressdo da proteina sé, pode ser explicado pela
modulacdo de CD4 por parte de Nef-NA7, mesmo fendmeno observado nos experimentos de
FRET.

Os ensaios de localizacdo realizados com a proteina AcoT8 mostraram claramente uma
mudanca no padrdo de distribuicdo, ap6s interacdo com o alelo Nef-NA7, passando de uma
localizagdo citoplasmatica para uma de membrana (indicado por seta). A co-localizando com a
proteina Nefconfirmou os grandes niveis de intera¢do obtidos no experimento de FRET (Figura
4.3).

Em um nivel bem mais baixo que o mostrado por AcoT8, entretanto a proteina AP2u
também apresentou co-localizacdo com o alelo NA7. No entanto, diferentemente de AcoTS8,
esta proteina ndo mostrou nenhum tipo de mudanca de localizacdo, ao menos perceptivel, de
expressao enddgena na presenca ou auséncia do alelo NA7.

A proteina celular BCOP também co-localizou, mesmo que fracamente, com a proteina
Nef-NA7. Este nivel de interacdo também é observado nos ensaios de FACS/FRET, (Figura
4.3), entretanto o nivel de interacdo entre esta proteina celular e o alelo ndo foi suficientemente
elevado ao ponto de alterar a sua localizacdo, como observado na figura 4.8.

Por outro lado, as proteinas celulares V1H e AP26 ndo mostraram nenhuma mudanga na
presenca ou auséncia do alelo Nef-NA7. Esta auséncia de co-localizacdo vem confirmar o
experimento da figura 4.3, onde, por FRET, estas proteinas ndo mostraram interagir
diretamente com Nef-NA?7. Este resultado reforca a idéia de que a proteina celular V1H, possa
ter uma contribuicdo indireta para a modulacdo do receptor CD4, mediado por Nef. A proteina
heterotetramérica AP2 subunidade o, serviu como controle negativo, mostrando que a unica
subunidade que estaria envolvida diretamente na modulacdo de CD4 mediada por Nef, seria a

proteina adaptadora 2 subunidade .
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Figura 4.8. Caracterizacdo da localizacao celular das proteinas celulares parceiras de Nef na presenca da
variante Nef-NA7 do HIV-1. Células 293T foram co-transfectadas com vetores expressando as diferentes
proteinas celulares fusionadas a proteina CFP conjuntamente com a proteina Nef-NA?7 fusionada a YFP. Ap6s 36
horas de transfec¢do as células foram fixadas com mowiol e analisadas por microscopia confocal. A figura mostra
diferentes niveis de interacBes entre a proteina Nef-NA7 e as proteinas celulares CD4, AcoT8, AP2u e BCOP.




Sendo que a proteina AcoT8 foi a Unica que mostrou uma mudanca do lugar de expressao enddgeno e passou a se
concentrar mais nas regies onde o alelo Nef NA7 era expresso.

4.4.2. Caracterizacdo da localizagdo entre proteinas celulares e alelo Nef-NL4.3 por
microscopia confocal

Adicionalmente, foram avaliadoss o0s niveis de co-localizacdo entre as proteinas
celulares e o alelo da proteina viral Nef- NL4.3 do HIV-1. Como esperado, o alelo de NL4.3
mostrou uma co-localizacdo com a proteina celular AcoT8, contudo em um nivel menor
quando comparado com o alelo NA7, também do HIV-1. Além disto, o alelo NL4.3 também
colocalizou com as proteinas CD4 e B-Cop Ap2p resultando na translocacdo desta proteina,
para a mesma regido onde este alelo é expresso. Estes dados suportam os resultados
quantitativos obtidos por FACS-FRET onde o alelo NL4.3 mostrou uma interacao significativa

com estas duas proteinas.
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Figura 4.9. Caracterizagdo da localizagéo celular das proteinas celulares parceiras de Nef na presenga da
variante Nef-NL4.3 do HIV-1. Células Hek 293T foram co-tranfesctadas com vetores pECFP fusionados em cada
uma das proteinas celulares, juntamente com o vetor pEYFP fusionado a proteina viral Nef alelo NL4.3 do HIV-1.
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36 horas apds a transfeccgéo as células foram analizadas por microscopia confocal, o que mostrou diferentes niveis
de interacdo dentre as diferentes proteinas celulares.

4.4.3. Caracterizacdo da localizagdo entre proteinas celulares e alelo Nef-Mac239 por
microscopia confocal

Os niveis de co-localizacdo das proteinas celulares também foram avaliados em
presenca da versdo de Nef presente em primatas ndo humanos, a cepa Mac239. Para isto foram
co-transfectadas células 293T com as diferentes proteinas celulares fusionadas a CFP,
juntamente com o alelo de Nef-Mac239 de SIV (figura 4.10).

Diferentemente do alelo Nef-Na7 presente em humanos, o alelo presente em simios,
Nef-Mac239, apresentou diferentes padrdes de co-localizacdo com as proteinas celulares.

Uma importante diferenca, entre a co-localizacdo do alelo NA7 com as proteinas
celulares e a apresentada pelo alelo Mac239 com as mesmas proteinas, foi o nivel de co-
localizacdo entre este alelo e a proteina AP2u. Além desta proteina ter interagido em niveis
mais altos com Nef-Mac239 do que com Nef-NA7, também mostrou ter uma alta afinidade
com o Nef-Mac239, sofrendo mudanca na localizacdo intracelular do citoplasma para a
membrana celular, regido onde se localiza o alelo Mac239(vide setas da figura 4.10). Este
fendmeno ndo foi observado com o alelo Nef-NA7. Resultados esses concordantes com 0s
obtidos por FRET (figura 4.5).

Contudo, as outras proteinas celulares como; CD4, AcoT8, APlo, AP26, VIH ¢ BCOP;
ndo mostraram relevante co-localizacdo com o alelo de Nef, Mac239, ao contrario de Nef-NA7
o qual mostrou co-localizacdo principalmente com as proteinas CD4, AcoT8 ¢ BCOP.

Por outro lado, a falta de co-localizacdo entre CD4 e Mac239 pode ser atribuida a quase
auséncia da expressdo do receptor CD4 na célula, ja que é possivel observar uma queda dréstica
no nivel de expressdo quando comparado com células transfectadas apenas com CD4
(controle). Este mesmo resultado, também é observado no ensaio da figura 4.5, o que vem
reforcar a ideia de que a modulacdo de CD4, mediada por este alelo, é tdo intensa que o0s niveis
de expressdo de CD4 diminuem por serem modulados rapidamente por este alelo.

Em resumo estes resultados mostram que os niveis de co-localizacdo entre as proteinas
celulares, envolvidas na modulacdo de CD4, mediada por Nef, e a proteina viral Nef é bastante
variavel, o que pode ser explicado pela diferenca na sequéncia de aminodcidos entre 0s

mesmaos.
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Figura 4.10. Caracterizacao da localizacao celular das proteinas celulares parceiras de Nef na presenca da
variante Nef-Mac239 de SIV. Células 293T foram co-transfectadas com vetores expressando as diferentes
proteinas celulares fusionadas a proteina CFP conjuntamente com a proteina Nef Mac239 fusionada a YFP. Apds
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36 horas de transfeccdo as células foram fixadas com mowiol e analisadas por microscopia confocal. A proteina
celular AP2u foi a Gnica que mostrou interacdo com o alelo da proteina Nef, Mac239. Esta se mostrou com um
nivel de afinidade, com o alelo, tdo alto que teve a localizacdo enddgena modificada para onde o alelo se
concentrava.

4.4.4. Caracterizacdo da localizacdo entre proteinas celulares e o receptor CD4 por
microscopia confocal

Da mesma forma que nas analises por FRET foram avaliados os niveis de co-
localizacdo entre as proteinas celulares e o préprio receptor celular CD4. Para tanto, as
diferentes proteinas celulares, fusionadas a proteina fluorescente CFP, foram transfectadas
juntamente com a proteina celular CD4, fusionada a proteina fluorescente YFP, e analisadas
por microscopia confocal (Figura 4.11).

De uma forma geral as proteinas celulares ndo aparentaram mudancas em suas
localizagdes intracelulares. Entretanto, os altos niveis de interacdo entre moléculas de CD4, ja
observada nos ensaios de FRET, foram confirmados por microscopia confocal. Da mesma
forma os resultados da co-localizacdo entre as proteinas celulares AP2u e CD4 foram altos,
igual que os niveis de interacdo mostrados por FRET.

Outra proteina que mesmo sem mudar sua localizacdo endégena mostrou niveis de co-
localizagdo com o receptor CD4 foi a proteina celular BCOP. Da mesma maneira que AP2,
esta proteina é expressa em toda regido citoplasmatica, sendo também expressa proxima a
membrana celular interagindo com a molécula de CD4. No entanto, a proteina celular COP
ndo mostrou mudar sua localizacdo enddgena por interagir com a proteina CD4.

Ja as proteinas AcoT8, Aplo, AP2c e VIH expressas também no citoplasma celuar
como as proteinas AP2u e BCOP, ndo apresentaram nenhum tipo de co-localizacdo com a

proteina celular CDA4.
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Figura 4.11. Caracterizacéo da localizacdo celular das proteinas celulares parceiras de Nef na presenca do
receptor de superficie celular CD4. Células 293T foram co-transfectadas com vetores expressando as diferentes
proteinas celulares fusionadas a proteina CFP conjuntamente com o receptor celular CD4 fusionado a YFP. Apos
36 horas de transfec¢do as células foram fixadas com mowiol e analisadas por microscopia confocal. As proteinas
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CD4, AP2p e BCOP, mostraram interagir com CD4. No entanto nio foi observado nenhum tipo de mudanga na
localizacdo enddgena destas proteinas a fim de interagirem com a molécula de CD4.

Os resultados obtidos pela microscopia confocal encontram-se resumidos na tabela 2.

CD4 Nef-Mac239 Nef-NA7
% CD4 7 2[4+ P/t
= hTEII -/- s dbb b/
g APlc -I- -I- -1-
% AP2n /- /A e
F-E AP2c /= -3 -I-
V1H -/- -/- of=
B-COP ++/- -I- /-

Tabela 4.3. Niveis de co-localizagdo observados pela microscopia confocal. Na presente tabela encontram-se
resumidos os resultados, com os niveis de co-localizagéo, observados nos ensaios em microscopia confocal, entre
as proteinas celulares e o receptor CD4, e os alelos de Nef (NA7 e Mac239). O sinal (+) indica a intensidade de co-
localizacdo, entre as proteinas; o sinal (-) indica auséncia de co-localizagdo; e o sinal (?) indica incerteza do nivel
de co-localizagdo entre os alelos da proteina Nef (NA7 e Mac239) e o receptor CD4, dado os baixos niveis de
expressdo do receptor celular.

4.5. Avaliacado do blogueio das proteinas celulares induzido por short hairpin RNA

4.5.1. Construcéo dos vetores codificando short hairpin RNA de interferéncia

A confirmacdo da clonagem dos diferentes shRNA (vide materiais e métodos, figuras
3.2 e 3.3) foi obtida por digestdo dos diferentes vetores lentivirais com as enzimas de restrigéo
Xba | e Cla I o que permitiu evidenciar a liberacdo de um fragmento de aproximadamente 300

pb correspondente as sequéncias que codificam o promotor H1 mais o ShRNA (Figura 4.12).

300bp —

Figura 4.12. Confirmagdo da construcdo de vetores lentivirais codificando shRNA contra diferentes
proteinas celulares. Os vetores lentivirais codificando os diferentes shRNAs e os genes EGFP-NEO foram
obtidos em duas etapas. Brevemente, o cassete PGK-EGFP-NEO presente no vetor pPSUPER, foi clonado no vetor
lentiviral pNL-SIN utilizando as enzimas Xho | e BamH |. Finalmente os cassetes contendo os diferentes shRNAs
sob o controle do promotor H1 previamente clonados no PSUPER foram clonados no vetor lentiviral pNL-SIN-
PGK-EGFP-NEO utilizando-se as enzimas Cla | e Xba I, obtendo o vetor pNL-SIN-EGFP-NEO-shRNA. A
clonagem dos diferentes shRNA foi confirmada por digestdo com Xba | e Cla I, observando-se o fragmento de
aproximadamente 300pb, contendo as sequencias do promotor H1 e o correpondente ShRNA.
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4.5.2. Silenciamento exdgeno das proteinas celulares

Os niveis de inibicdo da expressdo das diferentes proteinas celulares foram
determinados por Citdmetria de Fluxo, apds co-transfeccdo de células 293T com os vetores
codificando as diferentes proteinas celulares fusionados a proteina “reporter” CFP e o vetor
lentiviral codificando o correspondente shRNA, ou alternativamente com o vetor lentiviral
vazio.

A figura 4.13 mostra os resultados dos experimentos de inibicdo expressos como
percentagem relativa, tomando como referencia de nivel de expressdo de 100% aqueles valores
obtidos em células co-transfectadas com o vetor codificando a proteina de fusdo e o vetor
lentiviral vazio. Dessa forma foi possivel observar uma forte inibicdo da expressdo das
proteinas celulares AcoT8, VIH, B-COP, Ap2u e CD4 (77%, 78%, 88%, 99,05%, 78%,
respectivamente). Entretanto a expressdo das proteinas Aploc e Ap2c, as quais foram
transfectadas juntamente com os vetores que codificam shRNA para APly e Ap2u
respectivamente, ndo foram bloqueadas, demonstrando a especificidade dos shRNA utilizados
(dados ndao mostrados).

120 -
100 +
80 -
60 -

40 -

0 T T T T T 1

shRNA-empty shRNA-AcoT8 shRNA-V1IH  shRNA-BCOP shRNA-AP2u  shRNA-CD4

Expressao relativa da proteina+tshRNA

Figura 4.13. Bloqueio da expressdo de proteinas celulares fusionadas a CFP mediante o uso de shRNA.
Células 293T foram transfectadas com vetores codificando as diferentes proteinas celulares de interesse fusionadas
a proteina fluorescente CFP ou conjuntamente com os vetores lentivirais expressando RNai especificos para cada
proteina, assim como ndo especificos. 48horas apds a transfeccdo a intensidade de fluorescéncia CFP foi
determinada por Citdmetria de Fluxo.

4.6. Producdo de particulas virais, infeccéo e superinfeccéo

4.6.1. Quantificacio de p24

48hs apos co-transfeccdo de células 293T com os vetores lentivirais codificando os
diferentes sShRNA juntamente com 0s vetores necessarios para a expressao de proteinas virais
envolvidas no empacotamento (PCMVARS8.9) e a glicoproteina do envelope do virus da

estomatite vesicular VSVg (pMDG), aproximadamente 1 ml dos sobrenadantes celular foram

73



recolhidos, e deste estoque 10 pl foram utilizados para quantificacdo das particulas virais por
ELISA.

Foi utilizado como controle positivo o vetor expressando a sequéncia do virus HIV,
cepa NL4.3, do tipo selvagem — “wild type”, 0 qual mostrou uma alta concentracdo da proteina
p24 (proteina que constitui 0 nucleocapsideo viral) no sobrenadante, o que indica a presenca de
particulas virais. Utilizando este primeiro resultado como parametro, foi possivel observar que
0 nivel de p24 obtido no sobrenadante de todos os outros lentivirus transfectados alcangou
niveis significativos (dados ndo mostrados).

4.6.2. Silenciamento enddgeno das proteinas celulares

Com objetivo de avaliar a inibicdo da expressdo enddgena das proteinas celular por
meio dos vetores lentivirais, células da linha de linfocito T (SupT-1) foram transduzidas com
particulas virais expressando os diferentes ShRNA. A eficiéncia da transducéo foi avaliada por
microscopia de fluorescéncia 120 hs apds a transducdo e posteriormente as células GFP
positivas que apresentaram a maior expressao foram separadas das GFP negativas por meio de
“sorting” realizado em um aparelho de Citdmetria de Fluxo FACS ARIA. Finalmente a
expressdo das diferentes proteinas celulares foi avaliada no lisado celular por meio de
“imunobloting” usando anticorpos especificos (Figura 4.14). Dessa forma foi possivel observar
altos niveis de inibicdo da expressdo das diferentes proteinas celulares na presenca de seus
respectivos sShRNAs, confirmando a eficiéncia dos vetores lentivirais no bloqueio da expresséo

das diferentes proteinas celulares (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Inibicdo da expressao enddgena por shRNA de proteinas celulares envolvidas ha modualc¢éo de
CD4 mediada por Nef. O bloqueio da expressdo endogena das proteinas CD4, Aply, Ap2u, Ap3u, B-COP, V1H
e AcoT8, pelos diferentes ShRNA foi confirmada por immunobloting de lisados provenientes de células SupT-1,
transduzidas com os diferentes vetores lentivirais, usando anticorpos especificos.
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4.6.3. Relevancia fisioldgica de proteinas celulares na modulacédo do receptor CD4
mediada por Nef

Num primeiro momento foi avaliada a participacdo das proteinas celulares na
reciclagem da molécula CD4 em condicdes fisiologicas. Para isto células da linha de células T
Jurkat E6.1 foram transduzidas com os sobrenadantes das células 293T, recolhidos nos
experimentos anteriores, contendo particulas virais codificando shRNAs contra cada uma das
proteinas celulares em estudo ou apenas codificando a proteina repdrter GFP. Quatro dias apds
a transducdo, as celulas viaveis foram recuperadas e os niveis de expressdao de CD4 foram
determinados usando anticorpo especifico anti-CD4-APC (florescéncia azul) e a média de
intensidade de fluorescéncia (Mean Fluorescence Intensity - MFI) de CD4, foi determinado por
FACS, apenas naquelas células transduzidas GFP positivas. Os valores de MFI-APC-CD4
obtidos de trés experimentos independentes foram graficados em percentagem, considerando
100% a media de valores de APC-CD4 obtidos em células Jurkat E6.1 transduzidas com o

vetor lentiviral codificando apenas a proteina GFP (Figura 4.15).
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Figura 4.15. Niveis de expressdo do receptor CD4 em células Jurkat E6.1 transduzidas com vetores letivirais
expressando shRNA. Células Jurkat E6.1 foram transduzidas com particulas virais expressando shRNA para as
diferentes proteinas celulares e apds 96 horas, os niveis de CD4 foram determinados usando anticorpo especifico
(anti-CD4-APC), a media dos valores obtidos de trés experimentos independentes foram graficados em
percentagem, considerando 100% a media de valores de CD4 obtidos em Jurkat E6.1 transduzidas com o vetor
lentiviral codificando apenas a proteina GFP.
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O bloqueio da expressdo das proteinas AcoT8, AP2u e B-COP levou a um aumento da
expressdo de CD4 (30%, 41% e 30%, respectivamente) quando comparado ao apresentado pelo
controle, mostrando claramente a participagdo destas proteinas no processo de internalizacdo
fisiolégica da molécula CD4. Estes resultados vieram a confirmar resultados anteriores obtidos
por nosso grupo em células 293T, quanto ao aumento de até 60% na expressdo de CD4 na
presenca do shRNA para AcoT8 [193]. Ja os niveis de expressdo de CD4 ndo foram alterados
em células transduzidas com vetores expressando shRNAs para as proteinas APly, VIH, e
AP3u. E importante salientar a existéncia de uma grande discrepancia na literatura quanto a
participacdo destas proteinas [95, 127, 145, 175, 186, 223, 239, 240]. Finalmente os niveis de
expressdo de CD4 foram diminuidos drasticamente em células transduzidas com vetores
expressando shRNA especifico para este receptor (controle positivo).

Entretanto em experimentos posteriores ndo foi possivel avaliar o impacto do bloqueio
na expressao destas proteinas no contexto da infeccdo pelo HIV, uma vez que estas células ndo
apresentaram um periodo de viabilidade suficiente para serem co-transduzidas com particulas
virais carregando Nef WT ou Nef truncado (dados ndo mostrados).

Dadas as limitacOes apresentadas por esta linha celular a elucidacdo da participacdo das
diferentes proteinas celulares tanto na reciclagem enddgena-fisiologica, assim como a
modulacdo de CD4 mediada pela proteina Nef foram realizados em células SupT-1, uma outra
linha de células T com maior resisténcia as condi¢des experimentais.

Sendo assim, células SupT-1 foram transduzidas com particulas virais carregando shRNA
para cada um dos fatores celulares, contudo os nivieis de expressdao de CD4 ndo mostraram
variacOes significativas na expressdo de CD4 na superficie celular, ao contrario ao apresentado
pelas Jurkat E6.1 (Figura 4.16).
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Figura 4.16. Niveis de expressdao de CD4 na presenca de shRNAs contra diferentes proteinas celulares.
Células SupT-1 foram transduzidas com particulas lentivirais pseudotipadas carregando ShRNA para as proteinas
celulares. Apoés 5 dias de incubagdo, os niveis de expressdo das proteinas foram determinados por FACS utilizando
anticorpos especificos ant-CD4(APC).

Estes resultados podem ser explicados pelos elevados niveis de expressdo de CD4
apresentados por estas células quando comparados aos apresentados por outras linhas de células
T como as Jurkat e até linfocitos de sangue periférico (Figura 4.17). Os elevados niveis de
expressdo destas células poderiam mascarar variagcdes na expressao do receptor CD4 impedindo
a avaliagdo da participacdo fisioldgica destes fatores celulares na expressdo de CD4 na

superficie celular.
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Figura 4.17. Nivies de expressdo do receptor CD4 em diferentes linhas de celulas T e linfocitos de sangue
periferico. A expressdo dos niveis de CD4 na superficie celular das diferentes linhagens e linfécitos de sangue
periférico foi determinado por FACS utilizando anticorpo fluorescente especifico para CD4-PE. Os ‘settings”
foram ajustados para corrigir os tamanhos dos diferentes tipos celulares. Todos os tipos celulares mostraram
similares niveis de “background” de fluorescéncia quando usado o anticorpo isotipico controle. Os valores de
fluorescéncia foram obtidos de um simple experimento realizado em paralelo. Os valores médios de fluoescencia
foram: Jurkat-T No-CD4 (4), Jurkat-T-CD4 (28),monocytes (39), PBLs (143), and SupT1 (232).

Levando em consideracdo que estas células também expressam o Complexo Principal de
Histocompatibilidade Classe | (MHC-I) em niveis menores aos de CD4 e que esta moelcula
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também é modulada por Nef [241 102, 242 103], o papel desses fatores celulares na reciclagem
fisiologica deste outro receptor também foi avalaido. Em contraste a CD4, observamos um
claro aumento nos niveis de expressdo de MHC-1 na apresenca dos shRNAs contra cada uma
das proteinas celulares. Os maiores niveis de expressdo do receptor foram observados na
presenca dos shRNAs contra as proteinas Ap2u, AcoT8, VIH, Aply e BCOP (Figura 4.18),
sugerindo um relevante envolvimento destes fatores no processo de reciclagem do MHC-1 em
concordancia com a literatura [120, 137, 146, 241-245].
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Figura 4.18. Niveis de expressdo de MHC-I na presenca de shRNAs contra diferentes proteinas celulares.
Células SupT-1 foram transduzidas com particulas lentivirais pseudotipadas carregando shRNA para as proteinas
celulares. Ap6s 5 dias de incubagdo, os niveis de expressdo das proteinas foram determinados por FACS utilizando
anticorpos especificos ant-MHC-I(PE)

Com o objetivo de avaliar a relevancia fisioldgica da deplecdo das diferentes proteinas
celulares na modulacdo de CD4 mediada por Nef no contexto da infecgdo viral, células SupT-1
foram transduzidas com particulas lentivirais pseudotipadas codificando os ShRNAs especificos
para cada proteina celular. Apds 5 dias de incubacgdo as células foram co-transduzidas com
particulas lentivirais pseudotipadas codificando o provirus da cepa NL4.3 do HIV-1 (Nef “wild
type” ou Nef deficiente), onde os genes que codificam as proteinas Vpu e Env, as quais também
participam na degradacdo intracelular de CD4, foram deletados para evitar qualquer viés na
interpretacdo dos resultados. Apos incubacdo por 72h, os niveis de expressdo de CD4 e MHC-I
foram determinados por FACS usando anticorpos especificos anti-CD4(APC) e anti-MHC-
I(PE).

Com o proposito de analisar a degradacdo destas duas proteinas mediada exclusivamente
por Nef e no contexto da inibicdo de expressao de cada parceiro celular, por seu correspondente
shRNA, células duplamente transduzidas foram selecionadas pela dupla expressdo das
fluorescéncias GFP e BFP, correspondentes a expressdo dos vetores lentivirais, pNL-shRNA e

pBR-Nef respectivamente, e os niveis de expressdo das proteinas de superficie CD4 e MHC-I
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foram determinados pela marcacdo com anticorpos fluorescentes especificos. A partir do valor
de MFI presente no grupo duplo positivo, a modulagdo dos receptores celulares foi avaliada
tendo como base de calculo M*/ye-. na presenca de cada um dos diferentes shRNAs. Por
exemplo, na inibicdo do fator celular Ap2 a expressdo de CD4 na superficie celular foi
calculada dividindo o valor de MFI obtido na presenca do virus selvagem “wild type”,
(Nef*/Vpu/Env’), pelo valor de MFI obtido na presenca de virus defetivos na proteina Nef (Nef
IVpu/Env’). As médias dos valores correspondentes a 3 “sets” de experimentos (n=9), foram
plotados em grafico analitico proveniente da analise do “software” Graph Pad Prism 6 (Figura
4.19 A e B).
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Figura 4.19. Modulacdo de CD4 e MHC-I pela proteina Nef em células transduzidas com shRNAs para
diferentes proteinas celulares. Os niveis da modula¢do de CD4 e MHC-I mediado por Nef, foram determinados
em células SupT-1 transduzidas com particulas lentivirais pseudotipadas carregando shRNA para as proteinas
celulares e com a proteina viral Nef, células duplo positivas (vide desenho experimental e metodologia) Aquisicao
e analise obtidas por Citometria de Fluxo.

Ap0s o “Knock-down” das proteinas celulares em células SupT-1 a modulacdo do receptor
CD4 mediada por Nef foi fortemente afetada em presenca do shRNA contra a proteina celular
Ap2, uma vez que a degradacdo do receptor celular foi inibida em aproximadamente cinco
vezes quando comparado aos niveis de degrdacdo do controle negativo, células transduzidas
com particulas virais ndo codificando nenhum shRNA (figura 4.19 A). Estes resultados
apontaram & proteina Ap2 com o principal fator celular envolvido na modulagdo de CD4
mediada por Nef. A relevancia AP2 na modulacdo CD4 foi previamente relatada por Wolf
Lindwasser e colaboradores, e outros, [78, 243, 246]. Por outro lado foi possivel observar uma
modesta diminuicdo da modulacdo de CD4 em presenca do shRNA contra a proteina V1H,
entretanto esta diminuicdo ndo atingiu significAncia estatistica. Este ultimo resultado vem ao
encontro de resultados prévios relacionados a participacéo desta proteina celular no aumento da
eficiéncia de ligacdo Nef-Ap2[78, 126, 239].

Ja a auséncia de qualquer efeito no mecanismo de degradacdo de CD4 quanto da
diminuigdo da expressdo das proteinas f-COP e AcoT8, se contrapde a resultados prévios da

literatura [129, 149]. Entretanto é importante salientar que estas discrepancias tém sido cada
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vez mais frequentes na literatura [165, 247]. O papel de B-COP no transporte endosomal
normal ou dependente de Nef ndo é bem entendido. Existem evidencias que o trafego
endosomal de CD4 Nef dependente envolve o motivo com dois acidos glutamicos [188, 227].
Por outro lado as proteinas B-COP, ARF1 e Nef foram co-imunoprecipitadas em células Hela,
onde estas proteinas foram overexpressas [188]. Entretanto em outros estudos ndo foram
observados estes resultados [145] o que real¢a na necessidade de maiores estudos para elucidar
o real papel desta proteina na modulacdo de CD4 mediada por Nef.

Outro exemplo sdo os resultados obtidos por Rose e colaboradores, onde por meio do uso
da técnica de RNAI contra a proteina Ap2, ndo observaram nenhum efeito na modulacdo de
CD4 mediada por Nef, ainda que tenha afetado a modulagéo de CD4 mediada por Nef de SIV,
assim como bloqueado a internalizagéo do receptor de transferrina [248]. Em contraposigéo,
outros dois estudos, ao igual que o nosso, reportaram que a proteina Ap2 seria um fator
importante na degradacdo de CD4 [136, 249], ainda que em um deles tenha observado que a
dependéncia de Ap2 era observada s6 na presenca da proteina Eps-15 [136].

Estes dados vem a reforgcar a necessidade de padronizagdo quanto ao uso de linhas
celulares e alelos de Nef, assim como a utilizacdo de abordagens onde sejam avaliados o papel
das diferentes proteinas celulares em conjunto, permitindo uma maior aproximacdo das
condi¢des fisiologicas da acorrencia deste mecanismo ‘in vivo” [247].

Ja o impacto do “Knock-down” destas proteinas celulares, na modulagdo de MHC-I
mediado por Nef nos possibilitou confirmar dados da literatura como o0s reportados por Roeth
et al, 2004, a respeito do envolvimento de AP1 no processo de modulacdo da proteina de
superficie celular MHC-I [243, 247]. Além disto, AcoT8 também mostrou ter um impacto
significantivo na modulagdo de MHC-I mediada por Nef, como descrito por Liu et al, 2000
[231]. Curiosamente, a proteina celular V1H também mostrou ser importante fator neste
mecanismo, uma vez que até o0 momento ndo ha informacdes na literatura sobre a participacdo
desta proteina celular na degradacdo de MHC-I (Figura 4.19 B). A principio estes resultados
sugerem fortemente que estes fatores celulares estdo envolvidos na reciclagem endogena de
MHC-I e abrem novas perspectivas para o estudo de novas proteinas, ate agora ndo estudas e
que podriam ter um papel importante neste mecanismo.

Finalmente com o objetivo de verificar a relevancia fisioldgica destas proteinas celulares
em condi¢des mais proximas a infecgdo “in vivo”, linfocitos CD4" (LT-CD4") derivados de
Células Mononucleadas de Sangue Periférico foram isolados e transduzidos com particulas
lentivirais pseudotipadas carregando shRNAs especificos contra cada proteina celular. Cinco
dias ap6s a transducdo, o silenciamento da expressdo enddgenas nas proteinas celulares foi
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confirmado por “imunostainning” com anticorpos especificos utilizando uma aliquota da
cultura celular (dados ndo mostrados). As células em cultura restantes foram infectadas com
virus NL4.3 HIV-1/Aenv/Avpu/BFP ou NL4.3 HIV-1/ANef/Aenv/Avpu/BFP (virus Nef tipo
selvagem ou Nef deficiente, respectivamente) e incubadas por mais 2 dias. Finalmente, a
expressao dos niveis de CD4 foram avaliadas por FACS (como descrito previamente),

utilizando o programa Graph Pad Prism 6 (Figure 4.19).
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Figure 4.20. Modulacdo de CD4 mediada pela proteina Nef em linfocitos CD4 positivos isolados. A
modulacdo de CD4 mediada por Nef foi avaliada na populacéo de linfocitos CD4+isoldos de PBMCs duplamente
infectados. Os linfécitos CD4+ foram transduzidos com particulas lentivirais codificando shRNAs e
posteriormente infectados com particulas virais pseudotipadas de HIV-1 Nef*". Os niveis de expressio de CD4
foram determinados por FACS, as células duplamente infectadas e os valores de MFI expressos foram analisadoas
por Graph Pad Prism 6.

A relevancia fisiologica da proteina AP2 na modulacdo de CD4 foi novamente
confirmada em linfocitos de sangue periférico, desde que foi observada uma diminuicdo de
aproximadamente duas vezes nos niveis de degradacdo de CD4 quando comparado com 0s
apresentados pelo controle negativo, confrmando novamente dados prévios da literatura [78,
243, 246]. Ja quanto a diminuicdo da expressdo das outras proteinas celulares ndo foi possivel
identificar nenhuma reducéo significantiva na capacidade de Nef de degradar o receptor CDA4.
A falta de deteccdo de um efeito significativo na diminuicdo da expressdo de CD4 mediada por
Nef na presenca de shRNAs especificos para outras proteinas celulares, envolvidas no trafego
intracelular de vesiculas, tal como B-COP, como observado com celulas SupT-1 [250], poderia
obedecer a um menor requerimento por parte dos LT-CD4" de sangue periférico, em termos de
concentracdo desta proteina para a verificagdo deste fenomento, levando em consideracdo que
nas condicdes experimentais do estudo o bloqueio da expressdao das mesmas nao € completo.
Por outro lado é importante ressaltar que a completa deplecdo destas proteinas adaptadoras é
tecnicamente dificil em células primarias j& que a completa deplecéo destes fatores pode levar a

morte celular.
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A respeito do exato mecanismo de modulacdo de CD4 mediada por Nef e a participacao
da proteina celular Ap2, dados da literatura tém se mostrado controversos quanto a participacao
destas proteinas no fendmeo de modulagdo de CD4 mediado por Nef, assim como suas
consequéncias fisiologicas [247]. Dentre os principais pontos controversos, foi questionado se
Nef levaria a modulacdo de CD4 da superficie celular por meio da degradacdo do complexo
CD4/p56' ou através da disrupcdo deste complexo [143, 251, 252]. Em estudos recentes foi
demosntrado que a modulacdo de CD4 seria dependente da interagdo deste receptor com a
protefna p56'™ sendo que a expressdo de Nef diminuiria a interagdo entre ambas as proteinas
[253]. De fato os niveis de internalizacio fisiolégica de CD4 na presenca de p56' foram
consideravelmente menores que na auséncia desta proteina na superficie celular. Ja na presenca
de Nef ndo foi possivel observar nenhum aumento consideravel na internalizagcdo de CD4 na
auséncia de p56'. Estes dados sugerem que a presenca de Nef na membrana celular [254, 255],
por um lado levaria a um aumento da concentracdo de Ap2 na superfice celular e pelo outro, a
desestabilizar a interagdo CD4/p56', permitindo a exposicdo do motivo EXXXLL-165 da
calda de CD4 e consequentemtne a interagdo com a proteina AP2 0 que por sua vez levaria a
internalizacdo do receptor viral.

Por outro lado também existem importantes controvérssas quanto as consequéncias
fisiologicas da modulacdo de CD4. Embora a endocitose de CD4 seja uma resposta fisioldgica
a ativacdo do receptor TCR, a modulacdo de CD4 mediada por Nef foi descrita com um
fendmeno independente da ativacdo de linfocitos T e responsavel pela modulacédo dos iniciais
eventos no recrutamento de Lck e consequentemente a transducdo de sinal via TCR. De fato
estudos mostram que a modulgao de CD4 poderia alterar a sinalizagdo mediada pela ativacao
do TCR [256, 257]. Entretanto outros estudos mostraram que a inibi¢éo da ativacdo de TCR por
Nef é um fenbmeno independente da modulacéo de CD4 [258-260].

Finalmente é importante ressaltar que os resultados deste estudo foram obtidos em
linfécitos de sangue periférico e em condicdes naturais de infeccdo pelo HIV-1. Acreditamos
que estas condicOes experimentais sdo o principal diferencial deste estudo, desde que para
nosso conhecimento os trabalhos publicados até o momento objetivando o estudo deste
mecanismo foram realizados utilizando apenas linhas de células T transformadas.

Em resumo, a partir dos resultados obtidos pelos experimentos do “Knock-down” dos
putativos parceiros celulares de Nef na modulacdo de CD4 foi possivel verificar que a interacao
AP2-Nef seria crucial para promover a modulagéo da proteina CD4 tanto na linha de células T,

SupT1, como em linfécitos primarios no contexto da infecgdo por HIV-1.
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Capitulo 5. Conclusdes e Perspectivas
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5.1. Conclusoes

As principais conclusdes deste trabalho séo resumidas a seguir:

As proteinas celulares mostraram diferentes niveis de interagdo com os alelos da
proteina Nef NL4.3, NA7 e Mac239. As proteinas; AcoT8, AP2u e p-COP, foram as que
apresentaram maiores niveis de interacdo com os alelos NA7 e NL4.3, do HIV-1, sendo que
com o alelo NA7 mostraram um nivel de interacdo maior do que com o alelo NL4.3. Entretanto
a proteina V1H ndo mostrou nivieis significativos de interacdo tanto com estes alelos como
com o alelo Mac 239. J& com o alelo Mac239 de SIV, a proteina AP2u mostro um nivel
elevado de interacdo, ao contrério do apresentado pelas outras proteinas celulares, que nédo
evidenciaram interacdo com este alelo. Por outro lado, a proteina celular CD4 mostrou
relevante interacdo apenas com as proteinas celulares AP2u ¢ B-COP. Estes resultados
mostraram claramente a necessidade de realizar os ensaios entre cada proteina celular/alelo de
Nef/CD4 em presenca das outras proteinas celulares, com o intuito de verificar uma possivel
participacdo destas em cada ensaio, assim como usar células de linhas T que expressem o
receptor CD4 (como explicado em Resultados & Discussdo).

A avaliagdo da conservacdo das interacOes antes descritas entre as diferentes cepas do
virus da Imunodeficiéncia presentes em primatas humanos e ndo humanos, mostrou uma
interagdo significativa de -Cop com as proteinas de Nef- AgmSabl, AgmTanl, NL4.3, NA7.
Enquanto a proteina AcoT8 mostrou uma interacdo significativa apenas com os alelos NL4.3 e
NA7. Ja as moléculas CD4 ¢ Ap2u mostraram oS maiores niveis interacdo com a maioria dos
alelos da protein viral Nef, tanto de primatas ndo humanos como primatas humanos, incluindo
NL4.3 e NA7. A conservacdo nas interacGes entre a proteina viral Nef do HIV-1 com as
proteinas celulares CD4, AcoT8, Ap2u ¢ B-Cop sugeriu que estas proteinas poderiam estar
direta ou indiretamente envolvidas na modulagéo de CD4 induzida por Nef.

Os valores de FRET resultantes dos experimentos de interagdo foram de uma maneira
geral confirmados na microscopia confocal. Entretanto, nova informacéo foi obtida com estes
experimentos, no que se refere a identificacdo de mudancas na localizagdo enddgena de certas
proteinas celulares para regides onde os alelos de Nef se localizavam. Claros exemplos sao as

proteinas AcoT8 na presenca do alelo NA7, e a proteina AP2p na presenca do alelo Mac239.

e O “know down” da expressdo enddgena dos putativos parceiros celulares de Nef na
modulacdo de CD4 tanto na linhagem de células T, SupT-1, assim como em linfdcitos de
sangue periférico mostrou claramente a proteina Ap2 como o mais importante fator celular

envolvido no mecanismo de modulagao de CD4.
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e O impacto do “Knock-down” destas proteinas celulares, na modulacdo de MHC-1 mediado
por Nef mostrou as proteinas AP1, AcoT8 e VIH como fatores celulares envolvidos e
importantes na modulagdo deste receptor de superficie celular. Dentre estes fatores a
participagdo da proteina celular V1H é de particular interesse desde que, em nosso
conhecimento, ndo existem descricdes prévios na literatura sobre a participacdo desta proteina

celular neste processo.

5.2 Perspectivas
Em base aos dados obtidos neste trabalho nds tragamos os seguintes objetivos:

1. Construir vetores de fusdo e lentivirais que expressem shRNA para outras proteinas
celulares também propostas como importantes no mecanismo de modulacdo de CD4

mediada por Nef como séo as proteinas Epsin 15, Dynamina 2 e ARF1,

2. Reavaliar os niveis de interacdo de cada proteina celular com os diferentes alelos de Nef

em presenca de outras proteinas celulares que possam influenciar nas ditas interagdes.

3.  Determinar a relevancia fisiologica das proteinas Epsin 15, Dynamina 2 e ARF1 na
modulacdo de CD4 mediada pelos diferentes alelos de Nef em linhas de celulas T e
linfoitos de sangue periférico infectados pelo HIV-1.

4. Elucidar o papel das proteinas celulares ACOT8, Apl e V1H na modulagdo do receptor
MHC-I mediada por Nef.

5. Determinar a relevancia fisioldgica das proteinas ACOT8 15 e V1H na modulacdo de
MHC-1 mediada pelos diferentes alelos de Nef em linfoitos de sangue periférico infectados
pelo HIV-1.
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Caracterizacao de Alelos da Proteina Vpu Presentes em
Recombinantes BF do HIV-1 Circulantes na América
do Sul



RESUMO

A Proteina acessoria Vpu, do virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV-1), exerce um
importante papel na infecgdo, replicacdo e patogénese viral. Dentre as principais funcBes bioldgicas
atribuidas a esta proteina viral encontram-se a liberacéo de particulas virais; a inducéo da degradacéo do
receptor viral CD4, Bst-2, dos ligantes CD1d, NK-T de células NK e NTB-A de células B e a inibi¢do
da ativacdo do fator de transcricdo NFK-B. Por outro lado o gene Vpu é uma das regides mais variaveis
do genoma do HIV-1. Estas propriedades tornam esta proteina um excelente alvo de estudo visando o
entendimento dos mecanismos envolvidos na interagdo virus - célula hospedeira e consequentemente na

identificagdo de novos alvos e abordagens terapéuticas.

Achados epidemiol6gicos na América do Sul mostraram o surgimento de recombinantes entre
0s subtipos B e F. Estudos moleculares posteriores mostraram que a recombinacdo entre ambos os
subtipos afetou o gene vpu, dentre outras regides do genoma viral, resultando em alteracdes funcionais
vantajosas para replicagdo desses recombinantes. Entretanto, importantes questdes ainda permanecem
sem resposta, tais como: a) quais sdo as implicaces da recombinacao entre subtipos virais na atividade
bioldgica de Vpu?; b) Como podem estas modificacBes influenciar a infectividade e replicacdo viral?
Nesse contexto, neste projeto caracterizamos algumas fungdes dos alelos de Vpu derivados de cepas dos
subtipos B, C, F e isolados, assim como seus respectivos recombinantes BF. Os alelos recombinantes
BF mostraram se ligar e degradar o receptor CD4 com a mesma eficiéncia que seus parentais. Por outro
lado, embora estes recombinantes se liguem com mais eficiéncia a proteina Bst2 e sejam mais
eficientes na inducdo de infectividade e possivelmente na promocdo da liberacdo viral que seus
parentais, eles ndo mostraram diferengas quanto a degradacdo desta proteina celular. Finalmente, um
recombinante BF foi mais eficiente na ativacdo do NFK-B, 0 que poderia permitir uma maior sobrevida
celular e consequentemente replicacdo viral. Estes resultados nos permitem chegar a concluséo parcial
que a maior capacidade de se ligar a Bst2 e promover infec¢do, assim como no caso de de um dos
recombinantes de ndo inibir a ativacdo do fator NFK-B, poderia explicar, ao menos em parte, a maior
infectividade apresentada por estes virus em relacdo a seus parentais e consequentemente a propagacdo
destes na américa do sul. Em préximos estudos esperamos avaliar a capacidade destes recombinantes
em degradar os receptores CD1d, NKT e NTB, assim como elucidar o mecanismo pelo qual os
recombinantes induzem uma maior liberacdo viral ainda que ndo apresentem uma maior degradacao do
inibidor Bst2.

Palavras chave: Vpu, Recombinante BF, Subtipos de Vpu B, C, F; HIV-1; Bst-2; Teterina, CD317,;
NFK-B



ABSTRACT

The accessory Vpu protein of the human immunodeficiency virus (HIV-1) plays an
important role during the infection, viral replication, and pathogenesis. Among the most
important biological roles assigned to this viral protein are: the release of viral particles;
inducing the viral receptor CD4 degradation of BST-2, CD1d ligands, NK T-NK cells NTB-A
and B-cells, and the inhibition of activation of NFK- transcription factor. On the other hand,
the Vpu gene is one of the most variable regions of the HIV-1 genome. These properties make
this protein an excellent subject of study in order to understand the mechanisms involved in the
interaction virus-host cell, and therefore, the identification of new targets and therapeutic

approaches.

Epidemiological findings in South America have shown the appearance of recombinants
between subtypes B and F. Subsequent studies have shown that the molecular recombination
between the two subtypes affect the vpu gene, among other regions of the viral genome. This
yield recombinant alterations resulting in advantages in functional replication. However,
important questions still remain unanswered; such as: a) what are the implications of
recombination between viral subtypes in the biological activity of Vpu? b) How can these
changes influence the infectivity and viral replication? In this project features various functions
of the Vpu alleles derived from strains of subtypes B, C, F, and isolates, as well as their BF
recombinants. BF Recombinant alleles showed bind and degrade the CD4 receptor with the
same efficiency as their parental strains. Moreover, these recombinant showed an increased
efficiency to bind Bst2 protein, along with a higher infectivity, and was possibly promoted by
an increased viral release than their parents. Even though they did not show more efficiency to
degrade Bst2 protein. Lastly, one recombinant BF was more efficient in the NFK-B activation.
These results allowed us to obtain the main conclusion that the ability to bind to Bst2 and viral
infectivity, could explain, at least in part, their spread in South America. In further studies, we
expect to evaluate other Vpu functions, such as the CD1d receptor and the NTB NKT
degradation, and elucidate the mechanism by which viral recombinants induce increased

release, but have not shown further degradation of Bst2 inhibitor.

Key-words: Vpu, Recombinant BF, Vpu subtipes B, C, F; HIV-1; Bst-2; Thetherin CD317; NFK-B



Capitulo 1. Introducéao



H& mais de 30 anos da descoberta do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
como agente etiologico da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), a pandemia
da AIDS continua a superar todas as expectativas em termos de gravidade e impacto
socio global. Assim, cerca de 60 milhdes de pessoas ja foram infectadas, 20 milhdes de
pessoas morreram como consequéncia da infeccdo pelo HIV, e mais de 2 milhdes de

mortes relacionadas com a AIDS ocorrem a cada ano [20].

Apesar dos evidentes beneficios da terapia antiviral (ART) na diminuicdo da carga viral,
taxa de mortalidade e no indice de pacientes infectados, diversas limitacdes, tais como:
aparecimento de variantes virais resistentes a drogas anti-retrovirais [261], a formacdo de
reservatorios virais latentes no hospedeiro, bem como o efeito tdxico do tratamento [217-219]
séo responsaveis pela persisténcia do patdgeno ainda em pacientes tratados.

Dentro deste contexto € crucial o entendimento dos mecanismos envolvidos na
complexa interacdo virus - célula hospedeira e consequentemente a identificacdo de novos

alvos e abordagens terapéuticas.

A proteina viral “u” (Vpu), € uma proteina acessdria associada a membrana e pode ser
dividida em dois dominios: de transmembrana (1-27 aa) e citoplasméticos (hélice a — 1,
residuos 32-51 aa; hélice o — 2, residuos 57 -72 aa) [262, 263]. Estes dominios estdo
relacionados as duas principais funcbes bioldgicas, a liberacdo de particulas virais e a
degradacéo do receptor CD4, respectivamente.

Entre os importantes mecanismos patogénicos virais em que participa esta proteina se
pode citar: a) a diminui¢do da expressdo da molécula CD4 na célula hospedeira [99, 264, 265]
[48] [266](Figura 1).
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Figura 1.1. Degradacdo de CD4 mediada pela proteina viral Vpu. O processo de degradacdo de CD4 mediado
por Vpu envolve mltiplos passos, comegando pela ligagdo de Vpu a calda citoplasmatica de CD4 [265].
Posteriormente a fosforilagdo dos residuos de Ser52 e Ser56, e principalmente por meio da pSer52, por uma
caseina cinase Il celular, permite a Vpu se ligar a uma proteina contendo repeti¢des de F-box-B-transducina (B-
TrCP), um componente do complexo de ligacdo ao complexo E3 ubiquitina, o SCFB™™ o que permite o
direcionamento da molécula CD4 para degradagdo proteassomica [267] (Figura retirada de [266]).

b) a liberacdo das particulas virais das células infectadas mediante a formac&o de canais
de ions [265, 268] e pela inibicdo de duas proteinas celulares inibitorias da liberacdo viral,
Tetherin/Bst-2/CD317, induzida por interferon-o. [52] (Figura 1.2) e a proteina integral de
membrana ligante de ciclofilina B [52, 269]

BST-2
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Vpu RO
endosomal trafficking
box
B-TrCP
Skp1 cullin 1
SCF/B-TrCP

E3 ubiquitin ligase complex

HIV-1 (WT) HIV-I (delVpu)
Figura 1.2. Degradagdo da proteina celular Bst2-Tetherin mediada pela proteinaVpu e liberacdo de
particulas virais. A)Ap6s a ligacdo de Vpu na porcdo transmembranica de Bst2, a proteina Vpu recruta o
complexo B-Transducin E3 ubiquitin ligase e promove a degradagdo de Bst-2 presente no golgi por via
lisossdmica ou proteassdmica, promovendo o bloqueio da atividade negativa de Bst-2 e favorecendo a liberagdo
viral (Figura retirada de[270]). B) Fotografia eletronica de células infectadas com virus contendo a proteina Vpu
WT (a direita) e virus com esta proteina viral defeituosa ( a esquerda) (Figura retirada de [52]).

c) a inibigdo da expressdo da molécula apresentadora de antigeno CD1d [271] e dos ligantes de
ativacdo de células NK, NK-T [272, 273] e das células B (NTB-A) [274, 275], d) a inibicdo da



ativacdo do fator de transcricdo NFK-B [266, 276, 277] (Figura 1.3) e €) a diminui¢cdo da

expressao da molécula de complexo principal de histocompatibilidade clase Il (MHC-11) [278].

| TNFR Vpu
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transcriptional

Nucleus -
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Figura 1.3. inibicao da ativagdo do fator de transcricdo NFK-B pela proteina Vpu do HIV-1. O fator NFkB
esta presente de forma inativa no citoplasma e ligado ao seu inibidor IkB. Apds ativagdo celular pelo fator de
necrose tumoral (TNF), o inibidor kB é fosforilado desligando-se do NFK-B_e segue para a degradacdo
proteassomica via B-TrCP por indugdo de ubiquitinizagdo. Apo6s liberagao de seu inibidor o fator NFKB migra ao
nucleo e é responsavel pela ativagdo do processo transcricional. O bloqueio da ativagdo do NFkB por Vpu obedece
ao secuestro do complexo B-TrCP por parte da proteina viral e consegeuente inibicdo da degradacdo do IKB
(Figura retirada de [266]).

A sequéncia de Vpu é uma das regides mais varidveis do genoma do HIV-1 e foi
mostrado que diferencas na funcdo desta proteina entre os principais grupos do HIV-1, grupo
M vs N e O, podem ter tido um impacto importante na patogenicidade e transmissdo destas
variantes virais [279, 280]. Achados epidemiologicos na Argentina sugerem um cenario
semelhante quanto as variagBes detectadas nos recombinantes entre os subtipos B e F [281-
287]. Estudos moleculares posteriores mostraram que a recombinacdo entre os subtipos BF
afetou o gene da proteina Vpu, dentre outras regides do genoma viral, resultando em alteracfes
funcionais vantajosas para replicacdo viral [288]. Entretanto, é atualmente desconhecido se a
variabilidade e a diversidade dos alelos de Vpu destes recombinantes afetam a funcdo da
proteina e, portanto, a patogenicidade viral. Alem disso, a maioria dos estudos estruturais e
funcionais existentes sobre Vpu foram realizados apenas em cepas adaptadas de laboratério do
subtipo B (NL4-3 ou HXB2) [266] ou subtipo C, [289].

A pesar do amplo conhecimento molecular sobre diferentes subtipos genéticos e a

dindmica do surgimento dos recombinantes, importantes questdes ainda permanecem sem



resposta, tais como: a) quais sdo as implicacbes da recombinacdo entre subtipos virais, na
atividade biologica de Vpu?; b) Como podem estas modificacdes influenciar a infectividade e

replicagéo viral?

Neste contexto neste projeto nos propomos determinar o impacto das variacdes
detectadas nos alelos Vpu presentes em cepas de referéncia dos subtipos B, C e F, isolados
primarios e seus respectivos recombinantes BF derivados de pacientes infectados, nas funcbes
relacionadas a modulacao das proteinas celulares CD4 e BST-2 e liberacdo viral, assim como

na regulacao da ativacdo do fator NFK-B.
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2. Relevancia da Pesquisa e Objetivos

2.1. Relevancia da pesquisa
A implantacdo da terapia antiviral (ART) proporcionou um grande avango no
tratamento da infecgdo pelo HIV-1, levando a diminuigdo na carga viral, na taxa de mortalidade
e no indice de pacientes infectados. Apesar dos evidentes beneficios do tratamento, surgiram
diversos inconvenientes relacionados a terapia, tais como: aparecimento de variantes virais
resistentes a drogas anti-retrovirais [261] a formacdo de reservatorios virais latentes no
hospedeiro, bem como o efeito tdéxico do tratamento [217-219], sendo estes responsaveis pela

persisténcia deste patdgeno ainda em pacientes tratados.

Dentro deste contexto se faz necessaria a identificacgio de novos alvos e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Sendo assim € crucial o entendimento dos
mecanismos envolvidos na complexa interagdo virus - célula hospedeira durante as diferentes

fases da infecgdo [290].

Os diferentes niveis de progressdo a AIDS observados nos pacientes infectados pelo
HIV-1 é talvez um dos mais intrigantes fendmenos desta doenga [291-294] e certamente sdo
determinados por uma complexa interacdo entre fatores genéticos do hospedeiro e do virus
[295-297]. Para o virus, o ambiente é variavel sofrendo constantes flutuacdes no tempo e
espaco. Certamente os mecanismos de defesa do hospedeiro destinados a erradicar o virus e
evitar o estabelecimento de uma infecgdo cronica (imunidade inata e adaptativa), juntamente
com a terapia antirretroviral, representam as principais forcas modificadoras [298, 299]. Estas
forcas exercem uma enorme pressdo seletiva que levam a recombinacOes, alteracdes no
material genético e consequentemente no “fitness” viral, o que finalmente define a habilidade
de certos genotipos de produzirem progénies virais em determinados microambientes [300]
[301].

Por esse motivo, 0 estudo das modificacBes genéticas virais e suas consequéncias
bioldgicas sdo de vital importancia no entendimento da dindmica evolucionaria da populacéo
viral e dos mecanismos patogénicos envolvidos na infeccéo pelo HIV-1 [290, 302, 303]. Dentre
os fatores virais, encontra-se a presenca de mutagdes - alteracbes em dominios de regides

biologicamente ativas de varias proteinas virais.



Dessa forma, a determinacdo da relevancia fisiologica das alteracGes presentes nos
alelos Vpu em diferentes recombinantes derivados de pacientes infectados na América do Sul e
sua correlagdo com os parametros clinicos, nos podera permitir numa etapa posterior
estabelecer protocolos, nos quais as analises genotipicas e fenotipicas das populagdes virais
possam ser usadas no prognostico da evolucéo da infeccdo, assim como no estabelecimento de

novas abordagens terapéuticas.

2.2 Objetivos

> Geral
Avaliar a capacidade dos alelos Vpu presentes nos subtipos (B, C e F), isolados primarios e
seus recombinantes BF do HIV-1 em modular a expressao das moléculas de superficie CD4,
BST-2, liberacdo viral e regular a ativacdo do fator NFK-B.
» Especificos
1. Caracterizar as sequéncias dos alelos Vpu derivados de diferentes subtipos do HIV-1

(B, C e F), isolados primarios e as variantes recombinantes BF,

2. Avaliar, comparativamente, a capacidade dos alelos de Vpu dos subtipos (B, C e F),
isolados priméarios e dos recombinantes BF de se ligar, assim como de modular a

expressao das proteinas CD4 e BST-2 da superficie celular;

3. Avaliar, comparativamente, a capacidade dos alelos de Vpu dos subtipos (B, C e F),

isolados primarios e dos recombinantes BF de promover infeccdo celular;

4. Avaliar a regulacdo da ativacdo do fator NFK-B mediada pelos alelos de Vpu dos

diferentes subtipos B, C e F e isolados primarios em relacdo a recombinante BF;

10



3. Materiais e Métodos
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3.1. Material de estudo

Os diferentes alelos do gene Vpu derivados de diferentes subtipos de HIV (B, C e
F) e as variantes recombinantes BF clonados no vetor pCG-6His-IRES-GFP foram
cedidos gentilmente pelo Dr. Mauricio Carobene da Faculdade de Medicina da
Universidade de Buenos Aires, como parte de um projeto em colaboracdo com o citado

pesquisador e o Dr. Michael Schindler do Centro Helmholtz de Munique.

3.2. Linhagens celulares

Para a producéo de particulas virais foi utilizada a linhagem celular aderente de
fibroblastos de rim humano denominada 293T foi cultivada a 37°C em atmosfera de 5%
de CO, em meio de cultura Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado
com 10% de Soro Bovino Fetal inativado (SFB). Os experimentos de avaliacdo da
capacidade dos alelos Vpu dos subtipos (B, C e F) e dos recombinantes BF do HIV-1 em
modular a expressao das moléculas de superficie CD4, BST-2, e regular a ativacdo do
fator NFK-B foram realizados na linha celular de linfocitos T, SupT-1. Esta linhagem
celular foi cultivada a 37°C em atmosfera de 5% de CO, em meio de cultura Roswell
Park Memorial Institute (RPMI 1640) suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
inativado (SFB).

A infectividade dos virus produzidos a partir de vetores pCG-GFP carregando 0s
diferentes alelos de Vpu foi avaliada em células “reporter” LC5-RIC-R5. Esta linha
celular foi derivada de uma sub-linha celular HeLa modificada para expressar o receptor
viral CD4 (LC5-CD4) [304] e o co-receptor viral CCR5 na superficie celular [305]. Esta
linha celular contém como gene repdrter a proteina fluorescente vermelha dependente da

expressao das proteinas virais Rev e Tat.

3.3 Sequenciamento

Os diferentes alelos de Vpu clonados no vetor pCG-His6 foram sequenciados em
ambas as dire¢des pela empresa de sequenciamento “SeqlLab” e as sequencias obtidas

analisadas pelo software Multalin Interface.
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3.4. Producdo e quantificacdo de particulas virais

A producdo de particulas virais obedece ao protocolo descrito no item 3.1 da
primeira parte desta tese, “Adaptador de Clatrina AP2, é fator celular critico para a
modulagdo do receptor celular CD4 mediada pela proteina viral Nef do Virus da
Imunodeficiéncia Humana Tipo 1, em células primarias de linfocitos”. Contudo o acréscimo
e/ou substituicdo de vetores especificos a cada um dos experimentos deste trabalho serdo

descritos abaixo.

3.4.1. Transfecgdo

As particulas virias foram obtidas por transfec¢do de células 293T pela técnica de
precipitacdo de fosfato de calcio. Resumidamente, 24 horas antes do experimento as
células foram ressuspensas em solucdo de tampao fosfato (PBS) 1X e colocadas em
placas de transfeccéo de vinte e quatro pocos a densidade de 4 x10* células/poco em 500
ul de meio de cultura DMEM suplementado.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata colocando em cada poco, 1
pg total de DNA plasmideal em uma relacdo de: 0,2 png / 0,02 pg / 0,8 pg, distribuidas
entre o vetores pCG-EGFP (carregando os diferentes alelos da proteina viral Vpu),
adicionalmente com vetor pCG para expressao de CD4 ou Bst-2 e conjuntamente com 0
vetor lentiviral pPBR-NL43/A nef/Avpu para expressdo do virus HIV-1 deficiente, diluidos
em 270 pl de agua destilada e 52,5 pl de CaCl, 0,5 M. Paralelamente, para a formacéo
dos cristais de fosfato de calcio, a solu¢do contendo o0 DNA plasmideal foi acrescentada
gota a gota a 375 ul de uma solugdo 2X HBS (NaCl 280 mM; KCI 10 mM; Na;HPO,4 1.5
mM; dextrosel2 mM; Hepes 50 mM) sob agitacdo. Finalmente, a solucdo de transfec¢édo
foi espalhada gota a gota sobre a camada de células. Entre 8-16 horas apds transfec¢éo, o
meio de cultura inicial foi retirado e adicionado meio novo. Ap6s 72 horas da
transfeccdo, os sobrenadantes contendo as particulas virais foram recolhidos e estocados
a -86°C.

3.4.2. Eletroporacéo

Células SupT-1 foram infectadas por eletroporagdo com DNA proviral
correspondente a cada cepa ou isolado. Brevemente dez milhdes de células SupT-1
(1x107 células/ml) foram eletroporadas sobre as seguintes condicdes; 420 V de voltagem,

960 uF de capacitancia e resisténcia de 100 ohms obtendo-se entre 40-50% de células

13



vivas e uma eficiéncia de transfec¢do acima de 50%. O equipamento empregado para
eletroporacdo foi Gene Pulser | (Bio-Rad). A avaliacdo da viabilidade celular tanto antes
quanto apds o pulso foi realizada empregando teste de exclusdo por azul tripan. A
eficiéncia de transfeccdo foi observada 48 hs apds eletroporacdo, sendo entdo as células
analisadas através de citometria de fluxo quanto a expressao da proteina EGFP.

3.4.3. Quantificacéo de particulas virias

A quantifica¢do da produgdo das particulas lentivirais foi realizada pela técnica de
ELISA utilizando o kit “HIV-1 p24 Antigen ELISA” (RETROtek ZeptoMetrix

Corporation - USA) e anticorpo especifico para a proteina viral p24.

3.5. Analise e quantificacdo de proteinas

3.5.1.Preparacéao do extrato proteico

A extracdo de proteinas celulares foi realizada através da adicdo de tampédo RIPA
(50 mM Tris—HCI, pH 7.4; 1% NP-40; 0.25% deoxicolato de sodio; 150 mM NacCl; 1
mM EGTA; 1 mM PMSF; 1 ug/ml cada de aprotinina, leupeptina, pepstatina; 1 mM
NasVO,4; 1 mM NaF) sob vigorosa agitacdo e subsequente centrifugacdo a 14.500 rpm
para eliminacao de restos celulares que ficaram no fundo do tubo.

As determinacOes das concentracfes de cada extrato proteico foram realizadas
pelo método descrito por “Bradford Protocol — 1976 utilizando-se albumina sérica
bovina (Sigma®) como padrao.

3.5.2. Anticorpos utilizados.

Os anticorpos utilizados neste trabalho se encontram listados abaixo (tabela 3.1),

assim como suas respectivas companhias.

Reagente Produzido Produzido Numero de catalogo
Anti CD4 camundongo BD Biosciences 555347
Anti-Bst-2 coelho ABCAM ab109854
Anti-Vpu camundongo BD Biosciences 578975
Anti-YFP rato ABCAM ab290

Tabela 3.1. Listagem de anticorpos. Lista de anticorpos utilizados, demonstrando em que animal foi
produzido, se o anticorpo esta conjugado com alguma enzima ou fluorocromo, a companhia produtora do
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http://www.abcam.com/human-bst2-protein-fragment-ab109848.html
http://www.abcam.com/gfp-antibody-chip-grade-ab290.html

reagente e o nimero de catalogo.

3.5.3. Eletroforese e Immunoblotting

Aproximadamente 15 pg dos diferentes extratos proteicos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE), sob condicBes desnaturantes e redutoras, conforme método originalmente
descrito por “Laemmili Protocol - 1970”. Para isso utilizou-se o sistema de eletroforese
vertical e os géis foram preparados com concentracdo de 10% para o gel separador e 4%
para 0 gel concentrador (Current Protocols in Molecular Biology). As amostras foram
diluidas em tampdo de amostra 5x (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8; SDS 2%; azul de
bromofenol 0,1%; B-mercaptoetanol (2-Me) 15 mM e glicerol 10%) e fervidas por 5 min.
antes de serem aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada em tampéo de corrida (Tris-
HCI 25 mM, pH 8,8; glicina 250 mM e SDS 0,1%) a voltagem constante de 70 V e de
150 V durante a passagem das amostras pelo gel concentrador e separador,
respectivamente. Como padrdo de massas moleculares para 0 experimento de
eletroforese, utilizou-se o marcador comercial da Bio-Rad: Precision Plus Protein
Kaleidoscope Standards (MW: 10 — 250 kDa).

Apdbs eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em sistema semisseco de transferéncia horizontal (Trans-Blot SD Semi-Dry
Transfer Cell, Bio-Rad), conforme as recomendacdes do fabricante. A transferéncia teve
duracdo de 80 min. a corrente constante de 0,8 mA/cm? em tampédo de transferéncia
(Tris-HCI 48,4 mM; Glicna 39 mM; SDS 0,037% e Metanol 20%). Apos a transferéncia,
a membrana foi incubada em tampédo de bloqueio (PBS 1X, Twen20 0,2% e Leite em pd
desnatado 5%) por 1 hora a temperatura ambiente em agitacdo constante.

A membrana foi lavada trés vezes em tampéo de lavagem (PBS adicionado de
Tween 20 0,2%) e entdo incubado com o anticorpo primario especifico para cada proteina
diluido 1:200 em PBS 1X contendo 1% de leite em p0 desnatado (PBS-Leite), por 1 hora.
Apos duas lavagens de 10 min. cada, com tampé&o de lavagem, a membrana foi incubada
com o anticorpo secundario conjugado com fosfatase alcalina, na diluicdo de 1:2000 em
tampdo PBS Leite por 1 hora a temperatura ambiente. Apés trés lavagens com tampéo de
lavagem, de 10 min. cada, foi adicionado & membrana solu¢do reveladora contendo 66 pl

de p-nitro azul tetrazolico (NBT) (Gibco-BRL) e 33 ul de 5-bromo-4cloro-3-indolil-
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fosfato (BCIP) (Gibco-BRL) em 10 ml de tampdo Tris-HCI 100mM pH 9,5; NaCl 100
mM; MgCl, 5 mM. A reacédo de revelacdo foi interrompida com lavagens sucessivas com
agua destilada. As massas moleculares das proteinas eram conferidas de acordo com o

marcador utilizado no gel.

3.6 Fluorescence Resonance Energy Transfer — FRET

3.6.1. Transfeccéo de células para ensaios de FRET

Células 293T foram transfectadas por técnica de fosfato de célcio (técnica citada
no topico “3.4.1. Transfec¢do de células”), onde 1,5x10° células foram plagueadas em
placas de 12 pocos com 1mL de meio de cultura DMEM suplementado. Para cada pogo,
2,5 ug (quantidade total) de DNA plasmideal foram distribuidas, sendo 1,25 pg do vetor
CFP e 1,25 pg do vetor YFP, fusionados as sequéncias de genes que expressam as
diferentes proteinas celulares. Ap6s 24-36 horas os sobrenadantes dos pocos foram
descartados e as células foram recolhidas e lavadas duas vezes com PBS+EDTA. Apés a
ultima lavagem, as células foram ressuspensas em 200 pl de paraformaldehido 2% a 4°C.

3.6.2. Frequence Resonance Energy Transfer (FRET/FACS).

Nas medi¢cbes de FACS/FRET foram feitas utilizando o aparelho FACS CANTO
Il (BD Bioscience) equipado com os lasers de 405 nm, 488 nm e 633 nm. Para medir
ECFP e FRET as células foram excitadas com o laser de 405 nm. O resultado foi
“plotado” no canal ECFP com o filtro padrao 450/40, enquanto o sinal de FRET foi
medido com o filtro 529/24 (Semrock). Para medir EYFP, as células foram excitadas com

o laser de 488nm, entretanto a emissdo também era captada no filtro 529/24 (Semrock).

3.7. Avaliacdo da modulacéo da expressdo das moléculas de superficie CD4 e BST-2,
infectividade e ativacédo do fator NFK-B pelos diferentes alelos de Vpu

3.7.1. Determinacédo dos niveis de modulagédo de CD4 e BST-2 por Vpu

Os niveis de expressdo dos receptores CD4 e Bst2 foram avaliados em células
transfectadas e eletroporadas (SupT-1 e Hela, respectivamente) com vetores codificando
os diferentes alelos de Vpu e quantificados por FACS utilizando anticorpos fluorescentes
especificos, 48 horas ap0s. Para isto as células foram lavadas duas vezes com solugéo de

PBS 1X e incubadas por 45 min no gelo com os anticorpos especificos para cada proteina
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celular a uma concentracdo de 2 pL /ml em PBS. Posteriormente, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X e ressuspensas em 200 ul de PBS+2%SFB. Os dados
foram analisados por citometria de fluxo, FACS CANTO III, utilizando as seguintes
florescéncias e seus respectivos filtros: GFP (530/30), PE (585/42) e APC (660/20),
sendo GFP referente a expressdo dos alelos de Vpu, PE referente a a expressdao da
proteina Bst-2 e APC referente a a expressdo do receptor CD4. Os resultados foram
analisados com o programa Diva (BD Biosciences).
3.7.2 Determinacéo dos niveis de Infeccao
Com objetivo de avaliar o nivel infeccioso das particulas virais produzidas em
células HEK 293T codificando os diferentes alelos de Vpu, (descrito no item 3.4.1 deste
capitulo), células Hela-LC5-RICR5 foram semeadas em placa de 96 pocos e infectadas
com as diferentes particulas virais. Brevemente, no 1° dia (final da tarde) 10.000 células
Hela-Ric foram semeadas [306] em placas "Grainer 96-Black flat" ¢ infectadas com 20ul
sobrenadante viral em concentragdo final de 1pg de p24, 48 apos a infecgdo se procedeu
a remocdo do meio e a leitura dos niveis de infeccdo em leitor de placas — Tecan —
respeitando 0s seguintes pardmetros: Excitacdo do comprimento de onda: 552
nm; Emissdo do comprimento de onda: 596 nm e 25 flashes e “Forga” em “6tima”.
3.7.3. Determinacdo dos niveis de inibicdo do fator NFK-B por Vpu
A inibicdo da ativagdo de NFk-B pelos diferentes alelos de Vpu foi analisada
através de ensaio de luciferase. Brevemente, no primeiro dia células HEK 293 foram
transfectadas por método de precipitacdo com fosfato de calcio (descrito no “ltem 3.4.17)
com plasmideos contendo os diferentes alelos da proteina viral Vpu (pCG-GFP-
aleloVpu) ou com o vetor vazio como controle (pCG-GFP), passadas 8 horas 0 meio
DMEM em que as células se encontravam na transfeccao foi trocado por DMEM fresco,
no segundo dia pos transfeccdo pela manha as células foram estimuladas com o indutor
da ativagdo do NFK-B, o fator de necrose tumoral- NF-a, na concentragdo final de 30
ng/ml e incubadas novamente a 37C° em 5% de CO,. Passadas 8 horas as células foram
lisadas, transferidas para placas “96 Flat Bottom White Polystyrol LumiNunc
FluoroNunc” e a atividade luciferase determinada usando o kit Dual Luciferase Assay.

Finalmente, a Unidade Relativa de Luminescéncia foi avaliada utilizando Tecan.
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Capitulo 4. Resultados e Discussao
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4.1. Sequenciamento e alinhamento dos diferentes alelos do gene Vpu

Os diferentes alelos do gene Vpu clonados no vetor pCG-6His-IRES-GFP derivados de
diferentes subtipos de HIV (B, C e F) e as variantes recombinantes BF (cedidos gentilmente
pelo Dr. Mauricio Carobene da Faculdade de Medicina da Universidade de Buenos Aires)
foram sequenciados e posteriormente alinhados com a sequéncia consenso do virus selvagem
subtipo B - NL4.3, utilizando o programa Bioedit 7.0.9 (2007) [307] por meio do algoritmo
ClustalW [308]. Os diferentes alelos do gene vpu presentes nos recombinantes BF revelaram
uma alta conservacdo no padrdo de recombinacdo (Figura 4 A). Este padréo foi semelhante ao
observado na recombinante BF, tipico CRF12_BF, disponivel no banco de dados no endereco

eletrébnico dos Los Alamos http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence, que apresenta a

sequéncia do subtipo B no dominio de transmembrana e na a-hélice I, e a sequéncia do subtipo
F1 na o - hélice Il (Figura 4 B).
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: : Recombination
Break point
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B Dominio de Transmembrana Dominio Citoplasmatico
(Liberacao Viral) I - - S— Y
] | |
1 10 20 30 40 a0 (1] 70 g0 87
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Figura 4.1. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das cepas B, C, F e os recombinantes BF. A.
Desenho esquematico do sitio de recombinagdo do gene vpu entre cepas do subtipo B e F. B. Alinhamento das
sequéncias de aminoacidos das cepas B, C, F e os recombinante BF. Os diferentes alelos da proteina viral Vpu
clonados no vetor pCG foram sequenciados e a sequencia de aminoécidos correspondente foram alinhadas com a
sequéncia consenso do virus selvagem do subtipo B - NL4.3 do HIV-1. Similaridades nas sequencias de
aminoacidos sdo indicadas por pontos e as diferencas sdo indicadas com a letra do aminoacido correspondentes.
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Estudos prévios mostraram um aumento da liberacdo de particulas virais por parte dos
recombinantes BF quando comparado com uma variante selvagem do subtipo B em células que
expressam Bst-2. Adicionalmente ensaios de competicdo “in vitro” sugeriram que essa
diferenca na producéo viral poderia representar uma vantagem em termos de capacidade

replicativa e adaptacéo viral [288].

4.2. Construcao de vetores de expressao de proteinas de fuséo.

Com objetivo de avaliar os niveis de interacdo entre os diferentes alelos de Vpu e
as proteinas celulares por ensaios de FRET, os diferentes alelos de Vpu foram também
clonados no vetor de expressdo pEYFP e as proteinas celulares CD4 e Bst- 2 no vetor de
expressdo pECFP. As diferentes cepas de referencia, isolados priméarios e seus

respectivos recombinates encontram-se descritos na tabela 1.

Subtipo Cepa/lsolado
NL4.3
B Bl
B2
c
C
MJ4
93BR020.1
F1
F1
CRF12 BFlike
BF BF1
BF2

Tabelad.1. Alelos de Vpu e suas cepas primarias. Lista dos alelos de Vpu correspondentes as cepas de
referencia (sublinhadoa), isolados primarios/parentais e isolados recombinantes foram clonados nos vetores
PEYFP e pCG-Vpu-6His-IRES-GFP.
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4.3. Caracterizacdo da expressdo dos isolados e recombinantes da proteina Vpu

Apds clonagem a expressdo dos diferentes isolados e recombinantes foi
confirmada por “imunobloting” em lisados de células 293T transfectadas com os
diferentes vetores e utilizando anticorpos especificos para a calda de Histidina e a
proteina YFP (como descrito em Materiais e Métodos) (Figura 5A). Adicionalmente a
expressao dos vetores foi também confirmada por citometria de fluxo — FACS mediante a
determinacdo dos niveis de fluorescéncia GFP (Figura 5B). Dessa forma foi possivel
observar altos niveis de expressao dos diferentes alelos de Vpu confirmando a eficiéncia

de expressao em particulas virias.
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Figura 4.2. Caracterizacao da expressao dos isolados e recombinantes da proteina Vpu. A - expressao
da expressdo dos diferentes e isolados e recombinantes de Vpu clonados nos diferentes vetores foi
confirmada por immunobloting de lisados provenientes de células 293T transfectadas com os diferentes
vetores lentivirais, usando anticorpos especificos. B - A expressao da expressao dos diferentes e isolados e
recombinates de Vpu foi também confirmada mediante medicdo dos niveis de expressdo da proteina
fluorescente GFP por citometria de fluxo —-FACS.

4.4. Caracterizacdo da interacéo das proteinas celulares CD4 e Bst-2 com os isolados
primeiros e recombinantes da proteina Vpu

Com o intuito de determinar o nivel de interacdo entre CD4, Bst-2 e os diferentes
isolados primeiros e recombinantes da proteina Vpu, foram realizados ensaios de FRET
entre as proteinas celulares fusionadas a proteina fluorescente CFP e os diferentes
isolados de Vpu fusionados a proteina fluorescente YFP.

Como descrito anteriormente células 293T foram co-transfectadas com os vetores
de expressao e apds 36 horas a interacdo entre as proteinas celulares e os diferentes alelos
da proteina Vpu foi analisada por FACS/FRET.

A figura 7 mostra os diferentes niveis de interagdo detectados entre cada isolado
de Vpu e a proteina CD4 expressos como porcentagem de interacdo. Foi verificado um
baixo nivel de interacdo entre CD4 e a cepa e isolado de Vpu do subtipo C (MJ4), assim
como com o isolado 93BR020.1 do subtipo F1. Estes resultados estdo de acordo ao
descrito na literatura [309]. Ja as cepas dos subtipos B e F e recombinantes BF

apresentaram similares niveis de interac&o.
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Figura 4.3. Interacdo entre CD4 e isolados da proteina viral Vpu. Os niveis de interacdo direta entre a proteina
celular CD4 e os diferentes alelos de Vpu foram determinados por FRET, mediante co-transfeccdo em células
293T com os diferentes vetores de fusdo YFP (Vpu) e CFP (CDA4).

Quando avaliada a interacdo dos diferentes isolados de Vpu com a proteina Bst-2,
foi possivel observar novamente uma baixa ou nula interacdo com a cepa do subtipo C e
seu isolado primario, assim como o do subtipo F1. Curiosamente a cepa de referéncia
CRF12_BF like e os recombinantes BF (BF1 e 2) apresentaram niveis de interacdo
superiores aos observados com as cepas de referencia e seus parentais do subtipo B
(Figura 8). Este altimo resultado, seria a principio, foi um indicativo de uma provavel

maior modulacéo do inibidor celular da liberacéo viral por parte destes recombinantes.
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Figura 4.4. Interagdo entre Bst-2 e a proteina Vpu. Os niveis de interacdo direta entre a proteina celular Bst-2 e
os diferentes alelos de Vpu foram determinados por FRET, mediante co-transfeccdo em células 293T com os
diferentes vetores de fusdo YFP (Vpu) e CFP (bst-2).

4.5. Determinacdo dos niveis de degradacdo de CD4 e Bst-2 pelos diferentes alelos de
Vpu

Com o objetivo de avaliar a relevancia fisiologica das interacfes detectadas de CD4
com os diferentes alelos de Vpu, células SupT-1 foram eletroporadas com vetores
codificando os diferentes alelos de Vpu e 36 hs depois 0s niveis de expressdao de CD4
foram avaliados por FACS usando anticorpo anti-CD4-APC em células GFP positivas
(Figura 9). Os maiores niveis de modulagdo de CD4 foram detectados com a cepa NL43
do subtipo B e seus isolados B1 e B2, assim como pela cepa de referencia do subtipo F e
os recombinantes BF. J& os alelos de Vpu do subtipo C mostraram uma pobre capacidade
de degradar CD4. Estes ultimos resultados vem a confirmar resultados prévios obtidos
com este subtipo viral [266, 274, 309-311].
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Figura 4.5. Modulagéo de CD4 por alelos de Vpu. Os niveis da modulagdo de CD4 mediado pelos diferentes
isolados de Vpu foram determinados em células SupT-1 eletroporadas com vetores pCG-GFP especificos para
cada um dos diferentes alelos. Os niveis de CD4 na superficie celular foram avaliados por Citometria de Fluxo,
apos marcagdo com anticorpos anti-CD4-APC.

Ja os niveis de expressao da proteina Bst-2 na presencia dos diferentes alelos de
Vpu foram avaliados em células Hela, uma vez que esta linha celular apresenta altos
niveis de expressao deste inibidor viral. Desta forma foi possivel observar novamente
uma menor capacidade da cepa do subtipo C e o isolado 93BR020.1 do subtipo F1 de
diminuir a expressdao desta proteina na superficie celular. Estes resultados
correlacionaram fortemente com o0s baixos niveis de interagdo detectados por FRET
(Figura 10). Entretanto, os maiores niveis de interacdo observados pelos recombinantes
ndo se traduziram em maiores niveis de diminuicdo da expressdo desta proteina celular,
quando comparados aos nhiveis de modulacdo observados pelo isolados do subtipo B.
Uma possivel explicacdo pra esta falta de correlacdo seria que a proteina viral Vpu
exerceria seus efeitos ndo tdo s6 mediante degradacdo de Bst-2, com o descrito em [309],
mas também pela retencao da proteina celular Bst-2 no trans golgi. Este mecanismo ja foi
claramente mostrado na inibicdo da expressdo do receptor NTB-A em células NK por

esta mesma proteina viral [274].
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Figura 4.6. Modulacao de Bst-2 por isolados de Vpu. Os niveis da modulacdo de Bst-2 pelos diferentes alelos
de Vpu foram determinados em células Hela transfectadas com vetores pCG-GFP especificos para cada um dos
diferentes alelos. Os niveis de Bst-2 na superficie celular foram avaliados por Citometria de Fluxo, ap6s marca¢édo
com anticorpos anti-Bst2-PE.

4.6. Determinacéo dos niveis de infec¢ao induzidos pelos diferentes alelos de Vpu.

Com o intuito de avaliar a relevancia fisiologica da expresséo dos recombinantes e
seus isolados parentais quanto a infectividade como uma medida indireta da liberacéo
viral, foram utilizadas células indicadoras de infeccdo Hela-RIG. Brevemente, células
293T foram co-transfectadas com provirus pBR.NL43/ANef/AVpu e os diferentes alelos
de Vpu clonados no vetor pCG-GFP e o vetor pCG-Bst2. 36 hs depois os sobrenadantes
foram recolhidos e utilizados para infectar células Hela-RIG. 48hs depois 0s niveis de
infeccdo foram avaliados pela determinacdo dos niveis de fluorescéncia vermelha, ds-
RED [306].

Como mostrado em experimentos anteriores os isolados do suptipo C e F1
mostraram baixos niveis de infecciosidade. Curiosamente foi possivel observar maiores
indices de infeccdo pelos recombinantes BF quando comparado aos niveis observados
pelos seus parentais (B1, B2 e F1). Estes maiores niveis de infecciosidade podem refletir
maiores niveis de liberacdo viral, ja que ndo foi possivel medir os niveis de p24 no
sobrenadante.

Estes dados sugerem fortemente que a maior interacdo por parte destes
recombinantes com Bst-2, detectada pelos ensaios de FRET, podem ser o fator
responsavel pela maior infeciosidade viral observada. Por outro lado refor¢cam a ideia que
a proteina Vpu exerceria seu efeito inibitério no bloqueio da liberacdo viral por meio de
dois mecanismos; favorecendo a internalizacdo de Bst-2 da superficie celular e retendo
esta molécula no trans-golgi. Neste contexto os isolados recombinantes possuiram uma

maior capacidade de reter Bst-2 no trans golgi que seus parentais.
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Figura 4.7. Nivies de infeccdo de particulas virias produzidas na presenca de diferentes isolados de Vpu. Os
niveis de infeciosidade das particulas virais, produzidas em células 293T em presenca dos diferentes alelos de Vpu
forma comparados por ensaios de infeccdo utilizando as células indicadoras Hela-RIG [306]. O nivel relativo de

infeccdo estdo representados comparativamente.

4.7. Determinacdo dos niveis de inibicdo do fator de trarnscrigdo NFK-B induzidos
pelos diferentes isolados de Vpu.

Finalmente foram avaliados os niveis de bloqueio da ativacdo do fator de
transcricdo NFk-B pelos diferentes alelos de VVpu. Brevemente, células 293-NFK-B (que
expressam constitutivamente o NFk-B/ IkB e o gene “reporter” da proteina lucifearse
sobre o controle da expressdo dos genes rev/tat, foram transfectadas com vetores pCG-
His-GFP expressando os diferentes alelos de Vpu. Apds 24 hs foi adicionado TNF-a,
indutor da atividade do fator NFk-B e 6 hs apds os niveis de ativacdo do NFK-B foram
determinados pela intensidade de expressdo do gene “reporter” da proteina luciferase
(como descrito em “Materiais e Métodos” deste capitulo).

Quando comparados os niveis de inibicdo da ativacdo deste fator de transcricdo
foi possivel observar que o recombinante BF1 apresentou um nivel de ativagdo
aproximadamente 4 vezes maior que seu parental. Entretanto ndo foi observada nenhuma
diferenca significativa entre o outro recombinante e seu parental.

Dentro desde contexto, estes resultados sugerem que ao menos no caso do
recombinante BF1, a perda da capacidade de inibir a ativagdo do NFK-B poderia estar
relacionada a uma maior sobrevida da célula hospedeira e consequentemente a uma maior
replicacdo e infectividade viral. Esta propriedade apresentada por este recombinante

poderia favorecer sua propagacao.
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Figura 4.8. Niveis de inibi¢cdo do NFK-B por isolados de Vpu. Células HEK 293 NFkB, contendo o gene
para expressao de luciferase com promotor CMV, foram transfectadas com vetores pCG-His-GFP
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expressando os diferentes alelos de Vpu. 36 horas ap6s transfeccéo as células foram lisadas e por ensaios
de luciferase foi quantificada a Unidade Relativa de Luz (RLU).

O bloqueio da ativacdo deste fator transcricional se da pelo sequestro da proteina
B-TrCP, importante componente do complexo proteassémico, e dessa forma evitando a
degradacéo do inibidor do fator NFK-B a proteina IkB. A inibicdo da ativagdo do NFK-B
complexo de proteinas TNF-R [312, 313] e por outro lado, a ativacdo da caspase 3 e
consequentemente a morte celular. Dessa forma Vpu, ao igual que outras proteinas do
HIV-1, tais como Nef, Tat, Vpr e Env, induziria apoptose de células infectadas e nédo
infectadas. Recentes estudos tém sugerido que a ativacdo do sistema imune induzida pela
infecdo poderia facilitar a replicacao viral e a prejudicar a funcdo dos LTCD4+, levando
a morte dos mesmos [314, 315]. Entretanto ndo se sabe ainda se a apoptose induzida por
Vpu e as outras proteinas virais, nas células infectadas estd associada a patogénese do
HIV.

Dois estudos recentes revelam que a inibicdo de Bst2 por Vpu exerceria
adicionalmente outra fun¢do ndo menos importante, permitindo que as células infectadas
escapem da resposta imune de citotoxicidade celular anticorpo dependente, conhecida como
ADCC [316] [317]. Foi observado que na auséncia de Vpu as células infectadas
apresentaram até cinco vezes maior expressdo da glicoproteina Env na superficie celular e se
mostraram até 60 vezes mais sensiveis & ADCC por células “Natural killer” (NK) mediada
principalmente pela sinalizagdo através do receptor FcyRIlla, e a consequente liberagdo de
granulos liticos nas células alvo opsonizadas com anticorpos.

Em resumo estes estudos sugerem fortemente que a maior capacidade apresentada
pelos recombinantes BF em inibir a proteina celular Bst2 pode ser um fator critico ndo tdo
s0 aumento de infectividade e liberacdo das particulas virias, como também na inibicdo da
destruicdo das células infectadas pelo sistema imune de pacientes infectados por estas
variantes. Acreditamos que a maior eficiéncia nestas funcOes apresentadas por estes
recombinantes, podem conferir vantagens evolutivas auxiliando na propagacdo destas

variantes na América do Sul.
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Capitulo 5. Conclusdes e Perspectivas
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5.1. Conclusdes

As principais conclusdes deste trabalho sdo resumidas a seguir:

e Os recombinantes BF de Vpu circulantes na Argentina e seus parentais interagem e

degradam eficientemente o receptor viral CD4;

e Embora os recombinantes BF apresentem uma maior interagdo com Bst-2 quando

comparado seus parentais, estes ndo se mostraram mais eficientes na diminuicao da

expressao desta proteina da superficie celular;

e Os recombinantes BF se mostraram mais eficientes na inducdo de infecciosidade

entretanto ndo foi possivel determinar o exato mecanismo envolvido;

¢ Quanto a inibicdo da ativacdo do fator de transcricdo NFk-B, todos os isolados

estudados se mostraram eficientes nesta funcao exceto o isolado recombinante BF1, o

que poderia ser um fator importante na maior replicacdo e infectividade viral

observada nas amostras clinicas carregando este recombinante;

e A maior capacidade de interacdo com Bst-2 por parte dos recombinantes BF poderia

explicar, a0 menos em parte, a maior infectividade e consequentemente maior

capacidade de propagacdo destes recombinantes na américa do sul

5.2 Perspectivas

Em base aos dados obtidos neste trabalho nos tragamos os seguintes objetivos:

Avaliar outras funciones bioldgicas dos recombinantes BF como a capacidade de
degradar os receptores CD1d, NKT e NTB-A;

Investigar o mecanismo pelo qual os recombinantes BF induzem uma maior
infectividade viral apesar de ndo apresentar uma maior eficiéncia na modulagéo
de Bst-2.

Avaliar comparativamente a capacidade de virus carregando os diferentes alelos

de Vpu de induzir a resposta imune citotdxica anticorpo dependente (ADCC).
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7.1. Alinhamento das proteinas celulares fusionadas

p-COP:
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APlo:

APlc WT MOFMLLFSRO
LPlo_ampl. ..........
Consensus ... ...

LPlc_WT
LPlo_ampl.
Consensus

LPlc WT
LPlg ampl.
Consensus

AP2n:
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AP2p ampl. ——————————
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VH1 WI
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Consensus

VH1 WT
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281 350
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Anexo 7.1. Analise de homologia das sequéncias dos diferentes genes clonados nos vetores pECFP e
pPEYFP.. As sequencias dos diferentes genes clonados foi confirmada por analise de homologia em banco
de dados NCBI.
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7.2. Lista de vetores fusionado a CFP/YFP

Anexo 7.2. Lista de vetores de expressdo com as proteinas celulares fusionados aos vetroes pECFP

ou pEYFP.

Plasmideo
PECFP-CD4
PEYFP-CD4
PECFP-RCOP
pEYFP-RCOP
pECFP-APlc
PEYFP-APlc
pECFP-AP2c
PEYFP-AP2c
pECFP-AP2u
pEYFP-AP21
pECFP-V1H
pEYFP-V1H
PpECFP-Nef NL43
PEYFP-Nef NL43
PECFP-Nef NA7
PEYFP-Nef NA7
pECFP-hTEII
PEYFP-hTEII
pECFP-Nef 239

PEYFP-Nef 239

Enzimas
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |
Age | and Nhe |

Age | and Nhe |
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7.3. Lista de plasmideos para producéo de particulas virais

Plasmideo Enzima ou referéncia
PNL-SIN-CMV-eGFP-hTEII-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-ATP6V1H-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-AP1y-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-AP2u-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-AP3u-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-RCOP-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-NEF RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP-CD4-RNAI Xbal and Clal
PNL-SIN-CMV-eGFP BamHI and Xhol
pCG-Tat Mlul and Xbal
pRSV-Rev Dull et al., J. Virol., 1998
pCMV-VSV-G Beyer et al.,J. Virol. 76, 2002
pBR_IRES dsred2_Nef Mlul and Hpal
pBR-NefMac239 IRES_dsred2 Mlul and Hpal
pBR-NejNA7_IRES dsred?2 Mlul and Hpal

7.3. Lista de vetores utilizados para a producao de particulas virais codificando RNAI para proteinas
celulares.
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